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Verzeichnis der Abkürzungen 
AAV adenoassoziertes Virus 
ANOVA analysis of variance 
ATCC American Type Culture Collection 
bp Basenpaare 
ccc covalently closed circular 
cDNA copy-DNA oder complementary DNA 
CF Cystische Fibrose 
CMV Cytomegalievirus 
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Da Dalton 
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DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
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DOPE Dioleoylphosphatidylethanolamin 
DOSPA N,N-dimethyl-N-[2-(spermin-ecarboxamido)ethyl]-2,3- 
 bis(dioleyloxy) -1-propaniminium pentahydrochlorid 
DOTMA N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium chlorid 
dSLIM double Stem Loop Immunomodulator 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
EMEA European Medicines Agency 
FITC Fluorescein Isothiocyanat 
FKS fötales Kälberserum 
G6PDH Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase 
GDEPT gene-directed enzyme prodrug therapy 
GFP grün fluoreszierendes Protein 
gp Glycoprotein 
HIV Humanes Immundefizienz-Virus 
hTNFα humaner Tumornekrosefaktor-alpha 
IC50 halbmaximale inhibitorische Konzentration (50% Inhibition) 
i.m. intramuskulär 
i.p. intraperitoneal 
IR inverted repeats 
i.v. intravenous 
kb Kilobasenpaare 
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LMO2 LIM domain only 2 (Genbezeichnung) 
Luc Luziferase 
MCB Master Cell Bank 
MIDGE minimalistische immunologisch definierte Genexpression 
NLS nuclear localization signal (Kernlokalisationssequenz) 
ORI origin of replication (Replikationsursprung) 
OTC Ornithin-Transcarbamylase 
PAMAM Polyamidoamin 
PBS Phosphate buffered saline 





(m)RNA (messenger) Ribonucleic acid 
RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute Media 1640 
SB Sleeping Beauty 
S/MAR scaffold/matrix attachment region 
s.c. subkutan 
SV40 Simian vacuolating virus 40 
RT Raumtemperatur 
(q)RT-PCR (quantitative) Reverse Transcription-PCR 
TBS(T) Tris buffered saline (Tween) 
UICC Union Internationale Contre le Cancer 
WAS Wiskott-Aldrich Syndrom 
WCB Working Cell Bank 






Krebs gehört zu den häufigsten Todesursachen weltweit. Zu den Hoffnungsträgern für 
die Behandlung maligner Tumore gehört die Gentherapie. Unter Verwendung 
verschiedener Konzepte konnte bereits gezeigt werden, dass die Behandlung von 
Tumoren durch die Gentherapie möglich ist. Nun müssen diese Konzepte und 
Behandlungsstrategien in die Klinik gebracht werden.  
Eine Säule der Gentherapie ist die Verwendung von viralen Vektoren für den 
Gentransfer. Hier gibt es große Sicherheitsbedenken aufgrund der Immunantwort 
gegenüber viralen Proteinen und der Möglichkeit der insertionellen Mutagenese. Die 
nicht-virale Gentherapie dagegen gilt als sicherer. Allerdings stellt die geringe 
Gentransfereffizienz eine Hürde für den klinischen Einsatz dar.  
Für den nicht-viralen Gentransfer sind sowohl Vektor als auch Gentransfertechnologie 
von entscheidender Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 
Gentransfereffizienz und Sicherheit der Jet-Injektion in einer klinischen Phase I 
Gentransferstudie mit Hilfe des Swiss-Injektors (EMS Medical, Nyon, Schweiz) 
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass diese Technologie sicher klinisch 
angewendet werden kann. Die Gentransfereffizienz wurde auf mRNA- und 
Proteinebene untersucht. Als Sicherheitsparameter wurden die systemische Verteilung 
und der Abbau im Blut untersucht. Diese Studie zeigte, dass die Sicherheit der 
Vektoren und vor allem die Gentransfereffizienz weiter optimiert werden müssen.  
Ausgehend von den Ergebnissen der klinischen Phase I Studie sollten Sicherheit und 
Effizienz des Gentransfers erhöht werden. Um einen optimierten Vektor zu finden, 
wurden verschiedene nicht-virale, minimalistische Vektoren (Minicircle, MIDGE) 
miteinander und mit ihren parentalen Plasmiden verglichen. In Reportergenassays 
stellte sich der MIDGE-Vektor als den zirkulär geschlossenen Vektoren überlegen dar. 
Es konnte gezeigt werden, dass dafür nicht die Vektorverteilung, die Vektormenge oder 
die Gentransfereffizienz verantwortlich sind, sondern eine effizientere Transkription. Da 
der MIDGE-Vektor die beste Transgenexpression zeigte, wurde dieser Vektor in den 
weiteren Arbeiten für die Expression des humanen Tumornekrosefaktor-alpha 
eingesetzt.  
In der Klinik wurde hTNFα bereits zur Therapie von malignen Tumoren wie dem 
malignen Melanom eingesetzt. Das Chemotherapeutikum Vindesin ist für die klinische 
Anwendung zugelassen und wird für die Behandlung des malignen Melanoms 




Kombination von hTNFα-Gentransfer und Vindesin-Chemotherapie untersucht. Auch 
bei Verwendung des therapeutischen Transgens zeigte der MIDGE-Vektor eine erhöhte 
in vitro Genexpression auf Proteinebene. Die Vektor-vermittelte hTNFα-Expression 
führte in vitro im MTT-Vitalitätsassay zu einer erhöhten Zytotoxizität der 
Vindesinbehandlung. Die Expression von hTNFα führte in Kombination mit Vindesin zu 
einer schnelleren Aktivierung von Caspasen als bei der Vindesinbehandlung allein. 
Dabei wurde kein LDH freigesetzt. Dies weist darauf hin, dass die Zellen im Vergleich 
zu den Einzeltherapien bei Kombination von hTNFα-Gentransfer und Vindesin 
schneller und verstärkt die Caspasen aktivieren und so die Apoptose einleiten.  
Auch in vivo konnte die verbesserte hTNFα-Genexpression des MIDGE-Vektors nach 
Jet-Injektion auf Protein- und mRNA-Ebene gezeigt werden. Dies führte in Kombination 
mit Vindesin zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum. Durch Analyse der 
systemischen Vektorverteilung im Blut und in den Organen sowie in einer präklinischen 
toxikologischen Untersuchung konnte die sichere Anwendung des MIDGE-Vektors 
bestätigt werden.  
Abschließend wurden Möglichkeiten aufgezeigt, über die Optimierung des Vektors 
hinaus den nicht-viralen Gentransfer weiter zu verbessern. Hierzu konnte in ersten 
Experimenten gezeigt werden, dass die MIDGE-Vektortechnologie mit dem Sleeping 
Beauty Transposon/Transposase-System kombiniert werden kann. Weiterhin wurde in 
vivo mit Hilfe eines Reportergens gezeigt, dass die Anwendung zweier 







1.1 Entwicklung und Konzepte der Gentherapie 
Das Konzept der Gentherapie wurde bereits kurz nach der Strukturaufklärung der DNA 
in den 60iger Jahren des vergangenen Jahrhunderts formuliert. Lederberg und Tatum 
erkannten bereits in dieser Zeit, dass „die Kontrolle der Nukleotidsequenzen“ und das 
Verwenden von Viren zu einer somatischen Therapie genetischer Erkrankungen führen 
können [1, 2]. Dies geschah in einer Zeit, in der Gene als kodierende Einheiten 
bekannt, aber noch nicht isoliert waren. In den folgenden Jahren wurden die benötigten 
Technologien wie Zell- und Viruskultur, molekulares Klonieren (z.B. Entdeckung der 
Restriktionsendonukleasen und Ligasen), PCR und Sequenzierung entwickelt, die die 
Möglichkeit eröffnen, gezielt und gesteuert Vektoren zu generieren und Nukleinsäuren 
mit wenigen Basen Größe bis hin zu einigen Kilobasen Größe in Zellen und Gewebe 
einzubringen.  
Mitte der 80iger Jahre konnte zunächst mit Hilfe von Retroviren in vivo gezeigt werden, 
dass der Gentransfer möglich ist. Heute ist die Gentherapie nicht mehr nur auf virale 
Vektoren, wie z.B. Adeno-, Retro- oder adenoassoziierte Viren, beschränkt, sondern es 
finden auch nicht-virale Vektoren wie Plasmide, siRNAs oder shRNAs eine breite 
Verwendung, obwohl sie bisher eine begrenzte Transfereffizienz gezeigt haben. Der 
Grund für die Entwicklung nicht-viraler Vektoren ist, dass der sehr hohen 
Gentransfereffizienz der viralen Vektoren große Sicherheitsbedenken wie insertionelle 
Mutagenese, Onkogenaktivierung, starke Immunogenität oder eine Verbreitung in die 
Umwelt gegenüber stehen. Diese Risiken haben bereits zu Todesfällen und schweren 
Therapiezwischenfällen, wie der Induktion von Leukämie, geführt. Alle bisher 
beschriebenen Todesfälle und schweren Komplikationen in Zusammenhang mit einer 
Gentherapie traten bei der Verwendung von viralen Vektoren auf. Diese Zwischenfälle 
stellen bedauerliche Rückschläge dar, mit denen im Verlauf von neuen und 
risikobehafteten Behandlungen allerdings immer wieder zu rechnen ist. Auf der 
anderen Seite sind diese schweren Komplikationen in einer kleinen, relativ gut zu 
charakterisierenden Gruppe von Patienten aufgetreten. Sie traten immer in den 
Hochdosisgruppen (Todesfälle aufgrund starker Immunreaktionen) oder bei 
Verwendung hämatopoetischer Stammzellen (Entwicklung von Leukämie nach viraler 
Integration nahe dem LMO2-Lokus) junger Patienten auf [3, 4, 5, 6, 7]. Einer der 
verstorbenen Patienten hätte aufgrund seines Gesundheitszustandes nicht an der 
Studie teilnehmen dürfen, beim anderen Patienten konnte nicht abschließend geklärt 




Genaktivierung kann durch die Verwendung optimierter Vektoren, wie der selbst-
inaktivierenden SIN-Vektoren, vermindert werden. Diese SIN-Vektoren besitzen in der 
3´-LTR eine Deletion, durch die die transkriptionsaktivierende Funktion dieser Region 
verloren geht. Die insertionelle Mutagenese wurde sehr selten in präklinischen 
Experimenten beobachtet [8, 9]. Trotz der bestehen Gefahren zeigt die überwiegende 
Mehrzahl der klinischen Studien in den Phasen I-III, dass gentherapeutische Eingriffe 
ohne schwere Komplikationen durchgeführt werden können. Die Gentherapie stellt also 
weiterhin eine erfolgversprechende Therapieform der Zukunft dar, vor allem für die 
Behandlung von Erkrankungen, die auf anderem Weg nur begrenzt oder gar nicht 
behandelbar wären. Dazu gehören vererbte (z. B. OTC-Defizienz, Faktor VIII-
Defizienz, X-SCID) und somatische Gendefekte (z. B. Krebs), aber auch 
Infektionskrankheiten wie HIV/AIDS. Speziell für die Krebsgentherapie haben sich 
verschiedene Konzepte etabliert. Sie unterscheiden sich durch den Mechanismus, der 
therapeutisch angewandt werden soll (z.B. Immunotherapie, Chemoprotektion, 
Tumorsuppression, Anti-Angiogenese, Enzymersatz, Suizidgentherapie). In der 
Krebstherapie werden häufig Prodrug-aktivierende (GDEPT, gene-directed enzyme-
prodrug therapy) oder Suizidkonzepte verfolgt, um den Tumor direkt anzugehen. 
GDEPT ist dabei ein Teilkonzept der Suizidgentherapie. Für die GDEPT werden Gene 
von Enzymen verwendet, die wenig toxische Prodrugs in ihre aktive, stark zytotoxische 
Form überführen können. Eine lokale Expression des Enzyms im Tumor führt dann zu 
einer für den Patienten besser zu tolerierenden Therapie, da die stark toxisch wirkende 
Substanz nur im Tumor generiert wird. Im Rahmen von Enzymersatztherapien werden 
verloren gegangene Enzymaktivitäten (Tumorsuppressorgene) wieder in die Zelle 
eingebracht. Hier ist das Ziel, das nicht korrekt funktionierende bzw. fehlende 
Genprodukt zu ersetzen. Hier stellen Menge und Expressionsregulation große 
Probleme dar. Auch regulatorische Strategien werden für verschiedene Indikationen 
erforscht. So können in der Tumortherapie Suppressorgene aktiviert oder Resistenz- 
und Onkogene supprimiert werden, um das Wachstum und die Ausbreitung des 
Tumors zu unterdrücken [10, 11, 12].  
Um genetisches Material in die Zellen zu transportieren, werden Vektoren und 
Gentransfertechnologien benötigt. Neben viralen Vektoren stehen verschiedene nicht-
virale Vektoren und Transfertechnologien zur Verfügung (Tabelle 1). Der Fokus dieser 
Arbeit liegt auf der Etablierung und Optimierung einer nicht-viralen Gentherapie für 











-Lipide schützen Nukleinsäure vor Abbau 
-teilweise toxisch 
-protokollabhängig hohe Gentransfer-
effizienzen in vielen Geweben möglich 
-Gentransfer außerhalb des Zielgewebes 
möglich 
Nadelinjektion Nackte DNA -geringe Gentransfereffizienz 
-vor allem für Gentransfer in Muskelgewebe 
geeignet 









-gut für Lebergentransfer geeignet 
-Gentransfer außerhalb des Zielgewebes 
möglich 










meist mit DNA 
beladene Metall-
Nanopartikel 
-geringe Eindringtiefe ins Gewebe 
-gut für Immunisierungen geeignet 






-abhängig von Kontrastmitteln 
-Anwendung von Ultraschall klinisch gut 
etabliert 






-ohne weitere Technologien kein 
Gentransfer 
-Konzentration der Vektoren im Zielgewebe 




-Gentransfer in den Atemwegen 
-Toxizität durch chemischen Gentransfer 
-Gentransfer außerhalb des Zielgewebes 
möglich 
Jet-Injektion nackte DNA, 
RNA, Liposom-
Komplexe, AAV 
-geringe Toxizität, kaum Gewebeschäden 
-breites Anwendungsspektrum 
-gute Verteilung im Gewebe 
-lokaler Gentransfer mit geringer 
systemischer Belastung 




1.2 Vektoren und Applikationssysteme 
Für die Gentherapie ist eine Vielzahl viraler und nicht-viraler Vektoren entwickelt 
worden. Mit Hilfe der viralen Vektoren konnten bisher die größten Erfolge erzielt 
werden. Zu ihnen gehören die Adeno- und γ-Retroviren, aber auch einige Vertreter 
anderer Virusfamilien (Lenti-, adenoassoziierte und Herpesviren) werden für die 
somatische Gentherapie bereits in klinischen Studien eingesetzt [13]. Daneben werden 
weitere Viren experimentell für den in vivo Gentransfer untersucht, dazu gehören unter 
anderem Pox-, Vaccinia- oder Hepatitis B Viren [14, 15, 16]. Der Nutzung viraler 
Vektoren stehen jedoch große Sicherheitsbedenken gegenüber, sodass auch 
zahlreiche nicht-virale Vektoren und Applikationssysteme entwickelt wurden. Einige der 
nicht-viralen Vektoren konnten bereits in zahlreichen klinischen Studien erfolgreich 
eingesetzt werden. Etwa 18% aller klinischen Gentherapie-Studien nutzen z.B. nackte 
DNA als nicht-viralen Vektor.  
Im Gegensatz zu den chemischen Transfermethoden (z.B. kationische Liposomen und 
Polyplexe) sind die meisten physikalischen Gentransfermethoden selbst nicht toxisch, 
können aber technologiebedingt zu ausgedehnten Gewebeschäden führen 
(Thermoablation, mechanische Schäden, Komplikationen durch Blutungen). Ein großer 
Vorteil physikalischer Methoden für den Gentransfer ist die Möglichkeit eines lokal stark 
begrenzten und damit gerichteten Gentransfers. Es werden nur Zellen in Arealen 
transfiziert, die dem Gentransfer ausgesetzt sind. Methoden wie die Jet-Injektion sind 
dabei auf eher kleine Areale begrenzt, die durch mehrfache Applikation vergrößert 
werden können, während Methoden wie der hydrodynamische Gentransfer eher große 
Organe und Gewebeareale transfizieren können. Dennoch ist selbst beim 
hydrodynamischen Gentransfer eine gute lokale Kontrolle möglich. Der lokale 
Gentransfer mit Hilfe chemischer und viraler Vektoren ist nicht leicht zu erreichen. Es 
kommt oft zu einer systemischen Verteilung des Vektors. So können Zellen außerhalb 
des gewünschten Areals mit dem aktiven Vektor in Kontakt kommen. Dies kann zu 
unerwünschten Nebeneffekten führen. Neben der Verbesserung der eigentlichen 
Transfersysteme spielt hier auch die Optimierung der Vektoren eine wesentliche Rolle. 
In diesem Zusammenhang wird kontinuierlich an weiteren Anpassungen gearbeitet, um 
klinisch relevante Transgenexpressionen zu erzielen. Durch Optimierung von Größe 
und Struktur der verwendeten Vektoren kann der Transfer sowie die Sicherheit der 
Gentherapie und damit die klinische Anwendbarkeit verbessert werden. Da kein Vektor 
für jede Anwendung gleichermaßen anwendbar ist, muss aus dem Pool verschiedener 




Kombination ausgewählt und optimiert werden, die für das angestrebte Ziel den 
größten Erfolg verspricht [17]. Verschiedene chemische und physikalische 
Gentransfermethoden werden wegen ihrer Bedeutung für den nicht-viralen Gentransfer 
im Folgenden kurz vorgestellt.  
 
1.2.1 Chemische Gentransfersysteme 
Die chemischen Gentransfersysteme gehören zu den am weitesten verbreiteten 
Methoden für den Gentransfer. Sie werden sehr häufig für den in vitro Gentransfer 
benutzt. Es ist darüber hinaus möglich, sie in Tiermodellen (Maus, Ratte) sowie klinisch 
einzusetzen [18, 19, 20]. Oft wird der chemische Gentransfer als Lipofektion 
bezeichnet, vor allem, wenn Lipide als Vektor verwendet werden [21]. Sie haben auch 
eine gewisse klinische Verbreitung erfahren. Im Jahr 2010 wurden über 100 klinische 
Studien durchgeführt, in denen die Lipofektion als Gentransfermethode verwendet 
wurde. Ziel des chemischen Gentransfers ist es, die DNA in eine Form zu bringen, 
sodass sie von den Zellen über endozytotische Prozesse aufgenommen werden kann. 
Darüber hinaus sollen die Vektoren vor nukleolytischem Abbau, vor allem in vivo, 
geschützt werden. Dies ist vor allem außerhalb der Zelle wichtig, aber auch 
intrazellulär findet eine Degradation (z.B. im Endosom) statt. Dennoch müssen die 
verwendeten Gentransfersysteme die DNA effizient freilassen, zum einen, damit die 
DNA die Endosomen verlassen kann, zum anderen, um den Transport in den Zellkern 
und die Transkription nicht zu behindern. Eine der ersten chemischen 
Transfermethoden war die Kalzium-Phosphat-Präzipitation [22, 23]. Die DNA bildet 
dabei Präzipitate, die von den Zellen über Endozytose aufgenommen werden. Heute 
werden unter anderem kationische Lipide, Polymere von Aminosäure- und 
Zuckerderivaten und Dendrimere verwendet (Abbildung 1). Daneben gibt es außerdem 
die Möglichkeit, Peptide von z.B. viralen Proteinen für den Gentransfer einzusetzen. 
Werden verschiedene Gentransfermethoden kombiniert, wie bei der Aerosolbildung 
oder der Magnetofektion, verschwimmen die Grenzen zwischen physikalischem und 
chemischem Gentransfer. Auch Nanopartikel wie Nanoröhren und Hydrogele werden 
für den Gentransfer eingesetzt [24].  
Zu den als erste eingesetzten nicht-viralen Vektoren gehören die kationischen Lipide. 
Dazu gehören unter anderem DOTMA, DOPE oder DOSPA, die unter den Namen 
Lipofectin bzw. Lipofectamine kommerziell erhältlich sind (Abbildung 1 A, 1 B) [24]. Alle 
kationischen Lipide bestehen aus drei funktionellen Gruppen, einer positiv geladenen 




Komponenten kann durch zahlreiche Modifikationen verändert werden, um die 
Eigenschaften des Lipids wie Stabilität, Effizienz und Toxizität anzupassen [24]. Zu den 
großen Problemen des Lipid-basierten Gentransfers gehören die zum Teil hohe 
Toxizität bei geringer Spezifität und häufig auch die Empfindlichkeit gegenüber 
Serumkomponenten. Die Varianzen in der Komplexbildung während der Herstellung 
sind vor allem klinisch relevant [25, 26]. Dies steht einem systemischen Einsatz in 
klinischen Studien entgegen. Die kationischen Lipide werden häufig mit neutralen 
Helferlipiden wie DOPE (Dioleoylphosphatidylethanolamin) gemischt. Diese 
Helferlipide unterstützen die Komplexbildung mit der DNA, das Verlassen des 
Endosoms und können auch ein gewisses Zelltargeting (z.B. durch Rezeptorbindung) 
bewirken [27, 28, 29].  
Eine weitere große Gruppe der synthetischen Vektoren sind die Polymer-basierten 
Vektoren. Zu dieser Gruppe gehören zahlreiche Moleküle wie das weit verbreitete 
Poly(L-Lysin) (PLL) und Polyethylenimin (PEI) (Abbildung 1 C, 1 D) [30, 31]. Aber auch 
weniger bekannte Polymere wie Carbohydrat-basierte Polymere (Chitosan, Dextran, β-
Cyclodextrin), lineare Poly(amido-amine) (PAA) sowie verschiedene Andere gehören in 
diese Gruppe [24]. Auch hier wurden in den letzten Jahrzehnten große Anstrengungen 
unternommen, um die Gentransfereffizienz zu erhöhen. Für Veränderungen der 
physikochemischen und biologischen Eigenschaften wurden unter anderem die 
Strukturen und Zusammensetzungen der Polymere weitgehend untersucht. Ziel war es, 
die jeweils bestehen Probleme zu lösen. So besitzt PLL keine Pufferkapazität unter 
physiologischen Bedingungen, sodass das Verlassen der Endosomen nicht durch das 
Transportvehikel unterstützt wird. Hierfür wurden z.B. PLL-PEG (PLL-
Polyethylenglykol) Kopolymere entwickelt. Sie besitzen eine gewisse Pufferkapazität 
und verringerte Toxizität [32]. PEI und seine Derivate gelten immer noch als 
„Goldstandard“ unter den synthetischen Vektoren. Es ist als lineare und verzweigte 
Form bekannt, die wiederum zahlreiche Modifikationen erfahren haben. Vor allem 
lineares PEI ist kommerziell erhältlich (z.B. jetPEI, in vivo PEI etc.). Ein wesentlicher 
Bestandteil der PEI-Wirkung ist seine hohe Pufferkapazität. Sie sorgt dafür, dass die 
eigentlichen DNA-Vektoren nicht in den lysosomalen Weg gelangen, sondern schon 
vorher aus den Endosomen entlassen werden. Dies wird als Protonenschwammtheorie 
(proton sponge theory) bezeichnet [33].  
Eine weitere Gruppe chemischer Transfervehikel sind die Dendrimere. Sie sind stark 
verzweigte Polymere (griech. Dendros, der Baum, Abbildung 1 E). Ihre Synthese geht 
von einem Verzweigungskern aus. Die verschiedenen Zweige bestehen aus 




Gentransfervehikel sind Polyamidoamin Dendrimere (PAMAM) am weitesten verbreitet 
(Abbildung 1 E). Sogenannte „Dendriplexe“ (DNA-Dendrimer Komplexe) aus PAMAM 
wurden 1993 erstmals eingesetzt [34]. Die Verbesserung des Gentransfers beruht auf 
drei Mechanismen: Wie die meisten synthetischen Gentransfersysteme schützen sie 
die DNA vor Degradation [35]. Daneben unterstützen sie die Aufnahme in die Zellen, 
da sie Aufgrund ihres Aufbaus strukturelle Veränderungen in der Zellmembran 
verursachen [36]. Darüber hinaus unterstützen sie ähnlich wie PEI, das Freilassen der 
DNA aus den Endosomen, bevor diese zu Lysosomen werden. Dies liegt an der hohen 
Pufferkapazität von PAMAM (Protonenschwamm). Auch die Dendrimere wurden stark 
modifiziert, um ihre Eigenschaften zu optimieren. Dazu gehören Zytotoxizität (durch 
Neutralisierung der Oberfläche), Komplexbildung (Auflockerung der 
Oberflächenstruktur), Zellbindung (Modifikation mit membrandestabilisierenden 
Peptiden oder Lipiden), Freisetzung aus den Endosomen (Modifikation mit 
Cyclodextrin) und Targeting (Modifikation mit Liganden für Tumorantigene) [37, 38, 39, 
40, 41]. Neben den Polyamidoamin-Dendrimeren sind Polypropylenimin- und Poly(L-
Lysin)-Dendrimere seit längerer Zeit bekannt. Neuartige Dendrimere sind Phosphor-
enthaltende Dendrimere und Carbosilan Dendrimere. Diese Moleküle sind aufgrund 
ihrer erhöhten Zytotoxizität, schwieriger Synthesewege und ihrer Neuartigkeit bisher 
weniger weit verbreitet als PAMAM [24].  
Auch Peptide können für den Gentransfer eingesetzt werden. Neben einer hohen 
Effizienz bieten sie die Möglichkeit bestimmte Zellen gezielt zu transfizieren. Es werden 
Peptide verwendet, die hauptsächlich aus basischen Aminosäuren bestehen. Man 
unterteilt diese Zell-penetrierenden Peptide in zwei Klassen, lysinreiche Peptide und 
argininreiche Peptide [42]. Kleine Oligonukleotide, z.B. siRNAs, können mit den 
Peptiden kovalent verbunden werden. Große Vektoren, u.a. Plasmide, werden mit Hilfe 
elektrostatischer Wechselwirkungen, ähnlich denen der Lipid-basierten 
Transfermoleküle, mit den Peptiden beladen [24]. Es finden Peptide aus den Proteinen 
Tat und dem Antennapediaprotein von D. melanogaster Verwendung [43, 44]. Aber 
auch synthetische Peptide wie das MPG Peptid (Fusion aus Sequenzen von HIV gp41 
und dem großen T-Antigen von SV40) und Transportan (abgeleitet von einem Protein 
aus einem Wespengift) sind bekannt [45, 46]. Außer für Tat-basierte Peptide werden 
nicht-endozytotische Prozesse als Aufnahmemechanismus beschrieben (Mikro-





Abbildung 1: Strukturformeln weit verbreiteter synthetischer Vektoren  
A) N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTMA)   
B) das Helferlipid Dioleoylphosphatidylethanolamin (DOPE)  
C) Poly(L-Lysin) (PLL) 
D) lineares und verzweigtes Polyethylenimin (PEI)  
E) ein Polyamidoamin Dendrimer (PAMAM)   
 
1.2.2 Physikalische Gentransfersysteme 
Physikalische Gentransfersysteme nutzen physikalische Kräfte, wie z. B. mechanische 
oder elektrische, um die nicht-viralen Vektoren durch die Zellmembran in die Zelle zu 
transportieren [47]. Häufig werden dabei transiente Poren in der Membran induziert, 
durch die große Moleküle wie DNA aufgrund passiver Diffusion oder weitere 
physikalische Vorgänge (z.B. Elektrophorese während der Elektroporation) in das 
Zellinnere gelangen [48, 49, 50]. Weiterhin können endo- und pinozytotische Prozesse 
an der Vektoraufnahme beteiligt sein [50, 51, 52]. Innerhalb der Zelle werden die 
Vektoren entlang des Zytoskeletts in den Zellkern transportiert, oder die Struktur des 
Zytoskeletts muss so weit verändert werden, dass die Diffusion von großen Vektoren 
möglich wird [52, 53, 54]. Die Aufnahme in den Zellkern erfolgt durch die 
Kernporen [55]. Dieser Vorgang kann durch Bindestellen für Transkriptionsfaktoren 
oder „Nuclear Localization Sequences“ (NLS) begünstigt werden [54, 56, 57]. In 




erfolgen. Diese Prozesse sind allerdings nicht vollständig aufgeklärt. Zu den 
physikalischen Transfertechnologien gehören z.B. der hydrodynamische Gentransfer, 
die Elektroporation, der ballistische Gentransfer usw., die im Folgenden detaillierter 
vorgestellt werden.  
 
1.2.2.1 Hydrodynamischer Gentransfer 
Seit Ende der 90iger wird der hydrodynamische Gentransfer eingesetzt. Er wurde als 
Transfermethode für experimentelle Tiersysteme entwickelt. Anfangs stellte vor allem 
die Leber das primäre Zielorgan dar, aber auch der Gentransfer in den Muskel war 
inzwischen möglich [58, 59, 60]. Die hydrodynamische Schwanzveneninjektion in 
Nagetieren (Maus, Ratte) kann beinahe als Standardmethode bezeichnet werden und 
führt zu sehr guten Gentransferergebnissen [61]. Für den hydrodynamischen 
Gentransfer wird ein großes Volumen Vektorlösung in kurzer Zeit in große Gefäße 
injiziert. Durch diesen hydrodynamischen Druck werden die kleineren Gefäße derart 
gestreckt, dass sie durchlässig werden. Darüber hinaus werden in den Zellen in der 
Nähe der Blutgefäße Poren in der Zellmembran gebildet, durch die die Vektoren in die 
Zellen eindringen können. Für einen Gentransfer in die Leber von Mäusen werden z.B. 
2 ml Vektorlösung (ca. 10% des Körpergewichts) innerhalb von weniger als 10 
Sekunden injiziert [62]. Dabei kommt es zu einer Überstreckung der Herzmuskelfasern. 
Als Folge kann das Herz nicht mehr kontrahieren und es kommt zu einem retrograden 
Blutfluss in die Leber. So erreichen große Mengen der injizierten Lösung auf kurzem 
Weg die Leber. In Anlehnung an die Elektroporation wurde der Begriff der 
Hydroporation geprägt [49]. Bis heute wurden verschiedene Injektionsrouten, wie unter 
anderem Schwanzvene und Schwanzarterie, Portalvene und untere Hohlvene, 
unterschiedliche Zielorgane wie Leber, Niere, Muskel und Tumore in verschiedenen in 
vivo Modellen wie Fisch, Maus, Ratte, Schwein und Affe untersucht [61, 63, 64, 65, 66, 
67].  
Um den hydrodynamischen Gentransfer klinisch anzuwenden muss die nötige 
Flüssigkeitsmenge stark reduziert werden. Für die Schwanzveneninjektion im 
Mausmodell werden ca. 10% des Körpergewichts als Injektionsvolumen benötigt, 
welches innerhalb von wenigen Sekunden appliziert wird. Dabei wird das Blutvolumen 
verdoppelt. Für den Menschen würde dies ein Volumen von mehreren Litern bedeuten. 
Dies ist für eine klinische Anwendung nicht umsetzbar [68]. Weiterhin erscheint die 
Überstreckung der Herzmuskelfasern klinisch als äußerst risikoreich. Als Lösung bietet 




Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass sich das benötigte Volumen auf unter zwei 
Prozent des Körpergewichts reduzieren lässt. Klinisch erscheint dies im Bereich des 
Möglichen zu liegen [61, 69, 70, 71]. Weiterhin wurde ein klinisch einsetzbares 
computergesteuertes Gerät für den hydrodynamischen Gentransfer entwickelt [72]. In 
einer ersten klinischen Studie konnte die Anwendbarkeit für die humane Gentherapie in 
der Leber gezeigt werden [61, 73].  
 
1.2.2.2 Elektroporation 
Die Elektroporation wurde bereits vor rund 30 Jahren etabliert. Diese Methode gehört 
damit zu den am längsten verwendeten Gentransfermethoden. Schon 1982 wurde in 
vitro gezeigt, dass ein Gentransfer nackter DNA mit Hilfe von hohen elektrischen 
Spannungen möglich ist [74]. In Tiermodellen konnte in den 90zigern gezeigt werden, 
dass auch die in vivo Anwendung möglich ist [75, 76, 77]. Klinisch wurde die 
Elektroporation ebenfalls zu dieser Zeit eingesetzt, allerdings zunächst nicht in 
Kombination mit einer Gentherapie, sondern als Elektrochemotherapie [78, 79].  
Die Elektroporation führt zu transienten Poren in der Zellmembran. Auf diesem Weg 
können sonst nicht permeable Substanzen wie u.a. nicht-virale Vektoren in das 
Zellinnere gelangen. Dieser Vorgang wird auch als Elektropermeabilisierung 
bezeichnet [48]. Ziel ist es, eine Transmembranspannung aufzubauen, die die 
Porenbildung ermöglicht, gleichzeitig aber auch das Verschließen der gebildeten Poren 
erlaubt. Können die Poren nach dem Puls nicht mehr verschlossen werden, wird dies 
als irreversible Elektroporation bezeichnet und führt zum Zelltod. Die benötigte 
Spannung für eine erfolgreiche Elektroporation ist von zahlreichen Faktoren abhängig, 
dazu gehören Zelltyp, Zellgröße, Gewebe und umgebendes Medium, aber auch 
Pulslänge und Pulsform sind von entscheidender Bedeutung. Die Potentialdifferenz 
∆ΨE(t) an einem Punkt M kann mit der folgenden Formel beschrieben werden:  
                                  ∆ΨE(t)=Ψinnen-Ψaußen=-fg(λ)rEcosθ(M)[1-e-t/τ] 
Dabei hängt f von der Zellform, g von der Leitfähigkeit, r von der Zellgröße (Radius) ab, 
E stellt die Feldstärke, θ(M) die Orientierung im elektrischen Feld und τ die Ladezeit 
der Membran dar. Während der Elektroporation wird die Zelle gestreckt. Dabei wird die 
Membran hauptsächlich in Richtung des Pluspols „permeabilisiert“ (Abbildung 2), das 
heißt, es werden Poren gebildet [80, 81]. In Richtung des Minuspols werden weniger 
Poren gebildet, sodass dort auch weniger Vektoren aufgenommen werden [52, 82, 83, 









Abbildung 2: Schematische Darstellung der Elektroporation  
Die Zelle im Ruhezustand (links) nimmt keine Vektoren auf. Während der Elektroporation 
nimmt die Zelle aus dem Medium DNA, bzw. andere nicht permeable Substanzen, auf 
(rechts). Dies erfolgt hauptsächlich in Richtung des Pluspols (Graufärbung).  
 
Als eigentlicher Aufnahmemechanismus für Nukleinsäuren nach Elektroporation 
werden verschiedene Vorgänge vermutet. Neben der Porenbildung können auch 
Elektrophorese, Ionenpumpenaggregation und Vesikelbildung nach Konzentrierung der 
DNA an der Membran eine Rolle spielen [52, 85]. Diese Mechanismen sind allerdings 
nicht vollständig aufgeklärt und werden auch kritisch diskutiert. Nach der Aufnahme der 
Vektoren müssen diese in den Zellkern transportiert werden. Dieser Vorgang erfolgt 
nicht passiv durch Diffusion in intakten Zellen, da die Beweglichkeit großer Moleküle 
(>2000 bp bzw. 1000 kDa) im Vergleich zu kleinen Molekülen im Zytoplasma stark 
eingeschränkt ist [53, 86]. Möglich erscheint der Transport entlang der Mikrotubuli (als 
nackte DNA oder in Vesikel verpackt), oder durch Diffusion unter der Annahme, dass 
das Zytoskelett durch die Spannung soweit geschädigt wurde, dass eine Diffusion 
möglich wird [52, 53]. Die letzte Barriere stellt die Kernmembran dar. Sie wird mit Hilfe 
der Kernporen in einem aktiven Prozess überwunden, da DNA-Vektoren aufgrund ihrer 
Größe (>250 bp) nicht frei in den Kern diffundieren können [54, 87].  
 
1.2.2.3 Ballistischer Gentransfer 
Nackte DNA kann auch mit Hilfe von Nanopartikeln in die Zelle eingebracht werden. 
Dafür werden meist Gold- oder Wolframpartikel mit Vektoren beladen und mit hoher 
Geschwindigkeit in die Zellen oder das Gewebe geschossen. Dies ist Grundlage für 




Mikropartikelinjektion. Der ballistische Gentransfer wurde erstmals 1984 in vitro für die 
Transfektion von Pflanzenzellen eingesetzt [88]. Ziel war es, eine Gentransfermethode 
zu entwickeln, mit der Vektoren durch die Zellwand in die Pflanzenzelle transportiert 
werden können. Danach wurde diese Technologien auch für Säugerzellen und in vivo 
Modelle in verschiedenen Geweben (Maus, Ratte, Fisch, Schwein, Affe) eingesetzt [89, 
90, 91, 92, 93]. Meist wird eine Immunisierung mit Hilfe eines Gentransfers in die Haut 
angestrebt. Der Grund dafür liegt in der geringen Eindringtiefe von wenigen Millimetern 
der Partikel, die den Gentransfer z.B. in dendritische Zellen ermöglicht. Dies ist für den 
Gentransfer in die Haut ausreichend und führt zu therapeutisch wirksamen 
Immunantworten [90]. Für die Tumortherapie wurden ebenfalls Protokolle für den 
ballistischen Gentransfer entwickelt [94]. Klinisch wurde der ballistische Gentransfer ex 
vivo (Reperfusion der transfizierten Zellen) und in vivo erfolgreich eingesetzt. Auch hier 
war die Immunisierung das Ziel des Gentransfers [95, 96]. Da es hierbei keine 
Immunantwort gegen den Vektor selbst gibt, ist eine wiederholte Anwendung möglich. 
So können verschiedene Transgene, Reimmunisierungen und Boosts verabreicht 
werden [97]. Die Vektoren werden beim Durchschlagen des Gewebes und der Zellen 
von den Partikeln abgestreift und erreichen so das Zellinnere. Wird ein Zellkern direkt 
getroffen, so steht der Vektor für die Expression sofort zur Verfügung, andernfalls muss 
die DNA erst in den Zellkern transportiert werden. Bedingt durch die kleinen Partikel 
und die geringe Eindringtiefe kommt es nur zu äußerst geringen Gewebeschäden. 
Verschiedene Parameter, wie Zell- und Gewebeaufbau, aber auch Art der 
Partikelbeladung, Vektormenge, Partikelgeschwindigkeit und Partikelgröße haben 
Einfluss auf den ballistischen Gentransfer [98].  
Die Helios Gene Gun (Bio-Rad, Hercules, CA) ist das zurzeit einzige kommerziell 
erhältliche Gerät für den ballistischen Gentransfer. Sie besitzt allerdings bisher keine 
Zulassung für den klinischen Einsatz. Mit Hilfe einer Helium-Gas Schockwelle werden 
die mit den Vektoren beladenen Partikel beschleunigt, sodass sie das Gewebe und die 
Zielzellen durchdringen können. Dies führt zum Gentransfer. Mit Hilfe dieser Technik 
können verschiedene Substanzen transferiert werden, sobald sie auf Goldpartikel 
geladen wurden.  
 
1.2.2.4 Gentransfer mit Hilfe von Ultraschall 
Ultraschall wird vor allem für die nicht-invasive Bildgebung in der Medizin eingesetzt. 
Mit Hilfe moderner Geräte sind dabei inzwischen 4D Aufnahmen (3D Bildgebung in 




erreicht. Daneben kann fokussierter Ultraschall zur direkten hyperthermen Behandlung 
von Tumorerkrankungen eingesetzt werden [99]. Das Gewebe wird dabei lokal stark 
erhitzt und dadurch zerstört. Selbst bei sehr großen Energieeinträgen in das Gewebe 
ist die Methode klinisch anwendbar und sicher. Auch für andere klinische 
Anwendungen kann Ultraschall eingesetzt werden.  
Mitte der 90ziger Jahre konnte gezeigt werden, dass Ultraschall, auch als 
Sonoporation bezeichnet, für den nicht-viralen Gentransfer anwendbar ist [100]. Wenig 
später wurde auch in vivo gezeigt, dass mit Hilfe von Ultraschall ein Gentransfer 
möglich ist [101]. Dabei spielen verschiedene Parameter wie Intensität, Frequenz und 
Pulswiederholung des Ultraschalls aber auch die Gewebeart eine wichtige Rolle [102]. 
Um die Gentransfereffizienz zu erhöhen, wird an Kombinationsverfahren, z.B. Elektro-
Sonoporation, gearbeitet [103, 104]. Auch kann die Sonoporation für den Transfer 
komplexierter DNA (Liposomen) eingesetzt werden [105]. Neben DNA können mit Hilfe 
des Ultraschalls auch andere Moleküle wie z.B. Chemotherapeutika in die Zellen 
eingebracht werden [106]. Der genaue Mechanismus der Sonoporation ist nicht 
bekannt. Man geht davon aus, dass die erhöhte DNA-Aufnahme der Zellen durch 
Membranperforation und Kavitation (Bildung von Mikroblasen) verursacht wird [107]. 
So wird die Permeabilität von sonst nicht-permeablen Molekülen durch die 
Zellmembran erhöht. Limitierend für den Gentransfer sind Apoptose und Nekrose nach 
zu ausgedehnter Membranschädigung durch zu starke Sonoporationsbedingen [102, 
108]. Bei Ultraschallintensitäten, die das Gewebe nicht schädigen, bleibt auch die 
Vektor-DNA intakt [109]. Die Entwicklung des Ultraschalls als Gentransfermethode 
wurde bisher auch in Großtiermodellen (Schwein) vorangetrieben [110]. Es konnten 
verschiedene Organe und Gewebe mit unterschiedlichen Transgenen erfolgreich 
behandelt werden, sodass eine klinische Anwendung möglich erscheint. Dafür werden 
optimierte Kontrastmittel eingesetzt, die eine erhöhte Spezifität mit sich bringen können 
(Targeting) [111]. Mit Hilfe dieser neuartigen Kontrastmittel kann die Konzentration der 
Mikroblasen am gewünschten Ort auf das benötigte Niveau erhöht werden, ohne die 
systemische Belastung des Patienten zu erhöhen.  
 
1.2.2.5 Gentransfer mit Hilfe magnetischer Kräfte 
Einer der limitierenden Faktoren für einen erfolgreichen Einsatz der Gentherapie ist die 
Verfügbarkeit der Vektoren im Zielgewebe [112]. Erfolgt die Applikation systemisch, so 
werden die verwendeten Vektoren im gesamten Organismus verteilt, aber auch bei 




dem Gewebe „ausgewaschen“ und stark verdünnt. So stehen sie kaum noch für einen 
Gentransfer zur Verfügung. Neben dem systemischen Verlust werden vor allem nicht-
virale Vektoren in vivo schnell durch im Gewebe vorkommende Nukleasen teilweise 
oder vollständig degradiert [113]. Eine hohe Konzentration intakter Vektoren im 
Zielgewebe ist aber häufig nötig und erwünscht. Des Weiteren können systemisch 
verteilte Vektoren zu unerwünschten Nebeneffekten führen, da auch Zellen außerhalb 
des Zielgewebes mit den Vektoren in Kontakt kommen. Mit Hilfe magnetischer Kräfte 
kann die Gentransfereffizienz erhöht werden, da die verwendeten Gentransfervehikel 
an magnetische Nanopartikel gekoppelt werden. Durch ein magnetisches Feld können 
die Nanopartikel im Zielgewebe gefangen und konzentriert werden [109]. Die 
Nanopartikel bestehen aus magnetischen Verbindungen, vor allem finden Metalle der 
ersten Nebengruppe Verwendung. Hauptsächlich werden Eisenoxide verwendet. Es 
können neben DNA und RNA auch ganze Viruspartikel oder kleinere Moleküle wie 
Chemotherapeutika an diese Nanopartikel gekoppelt werden [114, 115]. Dies kann mit 
Hilfe von Antikörpern, Streptavidin/Biotin oder mit Hilfe Salz-induzierter Aggregation 
geschehen [116]. Die so hergestellten Aggregate führen auch im magnetischen Feld 
nicht zu einem Gentransfer [117]. Erst wenn zusätzliche Substanzen zum Einsatz 
kommen, die den Transfer des Vektors in die Zelle ermöglichen, kommt es zu einem 
Gentransfer. Werden dafür Moleküle wie Polyethylenimin (PEI) o. Ä. verwendet, spricht 
man von Magnetofektion. Die Nanopartikel sind also selbst nicht der Vektor, sie dienen 
nur der Vektorakkumulation am Zielort. Durch die hohe Vektorkonzentration wird eine 
große Zellzahl sehr schnell transfiziert, da sie in innerhalb kurzer Zeit mit einer großen 
Zahl von Vektoren in Kontakt kommen. Dies gilt für nicht-virale Vektoren genauso, wie 
für Viren und kleinere Moleküle. Die Magnetofektion wurde bisher in vitro für eine 
Vielzahl von Zellarten eingesetzt. Auch in vivo konnte sie erfolgreich in verschiedenen 
Modellen (Maus, Ratte) benutzt werden [117, 118]. Der Einsatz magnetischer Kräfte in 
der Klinik ist seit langem bekannt. Man benutzt sie vor allem für die Bildgebung (MRI), 
sodass die pharmakokinetischen Eigenschaften verschiedener magnetischer Partikel 
wie auch die Anwendung magnetischer Felder für Patienten bekannt sind [119]. 
Darüber hinaus wurden vor allem Zytostatika mit Hilfe magnetischer Partikel in Tumore 






1.2.2.6 Gentransfer mit Hilfe von Aerosolen  
Aerosole werden seit vielen Jahren für die Behandlung von Erkrankungen der 
Atemwege eingesetzt [121]. Dazu gehören Asthma, chronisch obstruktive 
Lungenerkrankungen (COPD) und Cystische Fibrose (CF). Aber auch anti-virale, anti-
bakterielle und fungizide Behandlungen sowie Applikation von Hormonen oder 
Vakzinen sind verfügbar bzw. in der Entwicklung [122]. Auch der Einsatz in der 
Krebstherapie erscheint möglich [123]. Für die Applikation stehen verschiedene 
Geräteformen, wie Jet-Nebulizer oder Puderinhalationsgeräte  zur Verfügung [122]. Für 
die Gentherapie wurden Aerosole erstmals in den 90igern für den Gentransfer in die 
Lungen von Tiermodellen (Maus, Kaninchen) verwendet [124, 125]. Zu den Vorteilen 
des Gentransfers mit Aerosolen gehören die große Absorption der Vektoren aufgrund 
der großen Oberfläche der Lunge, die verringerte systemische Zytotoxizität, die 
schnelle Bioverfügbarkeit und das die Methode nicht-invasiv ist [123]. Die Effektivität 
der Aerosolverteilung in der Lunge hängt von verschiedenen Parametern wie Atmung, 
Morphologie der Atemwege und Aerosol- und Applikationsart ab [126, 127]. Dabei ist 
das Aerosol kein Vektor an sich, sondern es werden als Vehikel in der Regel 
synthetische Vektoren wie DOTMA, PEI und andere verwendet [128]. Aber auch virale 
Vektoren wie Adenoviren und AAV wurden verwendet [129, 130]. Die Verbreitung 
dieser Viren mit Hilfe von Aerosolen stellt schließlich den natürlichen Infektionsweg dar. 
Sowohl die gentherapeutische Anwendung von Aerosolen in Kombination mit 
synthetischen als auch viralen Vektoren wurde bereits klinisch erfolgreich 
durchgeführt [131, 132, 133]. 
 
1.2.2.7 Jet-Injektion 
Die Nadelinjektion von nackter DNA in den Muskel stellt eine sehr einfache Form des 
Gentransfers dar. Sie führt zu einer lokal begrenzten Expression der verwendeten 
DNA. Häufig werden aber nur sehr geringe Transfereffizienzen gefunden, vor allem in 
Geweben außerhalb der Skelettmuskulatur [134, 135]. Speziell für die 
Tumorgentherapie ist die Nadelinjektion wenig geeignet, vor allem bedingt durch den 
hohen hydrostatischen Druck des Tumorgewebes. Dies vermindert das Verbleiben der 
Injektionslösung im Gewebe [136, 137]. Eine alternative Entwicklung dieser Form des 
Gentransfers ist die nadellose Jet-Injektion. Mit Hilfe dieser Technologie werden sehr 
kleine Volumina von nackter oder auch komplexierter Nukleinsäure in das Gewebe 
eingebracht [138]. Das Verwenden nackter DNA hat den Vorteil einer sehr genauen 




von chemischen Vektoren macht eine aufwendige Kontrolle der Komplexe nötig und 
erhöht den Aufwand für Lagerung und Transport. Des Weiteren ist die Penetration von 
Partikeln in das Gewebe sehr begrenzt [139, 140]. Die Vektoren werden durch die 
nadellose Jet-Injektion direkt in das Zielgewebe injiziert. Die Verwendung sehr kleiner 
Volumina und damit kleiner Mengen an Vektor-DNA hält die Belastung für den 
Organismus und das Risiko gering. Die Anwendung der Jet-Injektion ist dabei nicht nur 
auf Muskelgewebe begrenzt, sondern kann für jede Art von Gewebe eingesetzt 
werden. Durch Anpassung der Parameter für die Jet-Injektion ist ein intradermaler 
Gentransfer [141] ebenso möglich, wie eine Anwendung für andere Gewebe, sobald 
sie für die Jet-Injektion erreichbar sind. Eine Verbindung von endoskopischen 
Techniken mit der Jet-Injektion für einen Gentransfer in innere Organe (z.B. Leber, 
Niere, von außen nicht zugängliches Tumorgewebe etc.) erscheint möglich.  
 
 
Abbildung 3: Prinzip der Jet-Injektion  
A) Jet-Injektor (Swiss-Injektor)  
B) Schematische Darstellung der intratumoralen Jet-Injektion durch die Haut. 
C) Die in vivo Applikation in subkutane Tumore zeigt kleine Perforationen sowie zeitlich 
begrenzte Mikroblutungen in der Haut.  
D) Die Expressionsareale nach intratumoralem β-Galactosidase (LacZ) Gentransfer sind in vivo 
lokal begrenzt und von unterschiedlicher Intensität. Die transfizierten Zellen sind durch die 
Enzymaktivität des verwendeten Reportergens LacZ blau gefärbt.  
 
Die Jet-Injektion mittels des in der Arbeit verwendeten Swiss-Injectors (EMS Medical, 
Nyon, Schweiz) basiert auf der Nutzung von fokussierten Hochdruck- 




Geschwindigkeit (>300 m/s) und können bis zu mehrere Zentimeter in das Gewebe 
eindringen [142]. Durch den Widerstand des Gewebes fächert der Strahl auf und sorgt 
so für eine Verteilung im Gewebe. Dies führt zu einem Gentransfer.   
Man benötigt für die Jet-Injektion eine Kontrolleinheit, die den Druck regelt und einen 
Applikator, der den Flüssigkeitsstrahl (Jet) generiert (Abbildung 3 A 1). Im Applikator 
wird durch Gas ein Kolben angetrieben, wodurch mit Hilfe einer Düse im Kopfstück der 
Jet entsteht. (Abbildung 3 A 2-4). Die Vektorlösung befindet sich in einem Reservoir im 
Kopfstück (Abbildung 3 A 5). Die Applikation des Jets wird in Abbildung 3 B 
schematisch dargestellt. Sie erfolgt durch die Haut in das darunterliegende Gewebe 
(z.B. Tumor). In einem Mausmodell zeigen Abbildung 3 C und D, dass es durch die 
Jets nicht zu ausgedehnten Gewebeschäden kommt, aber ein lokaler Gentransfer 
erreicht wird. Kleine Blutungen können einfach gestillt werden und heilen innerhalb 
kurzer Zeit ab. Die transfizierten Areale sind lokal begrenzt und es findet kein 
Gentransfer in entfernten Geweben statt. Durch den verwendeten Druck während der 
Applikation der Vektorlösung kommt es zu Gewebeschäden, die allerdings nicht zu 
einer erhöhten Metastasenbildung durch freigesetzte Tumorzellen führen [143].  
Neben dem vorgestellten Swiss-Injector sind weitere Jet-Injektoren verfügbar, wie z.B. 
Ped-O-Jet und Bioject [144]. Im Gegensatz zu anderen Geräten, die bis zu 100 µl und 
mehr Flüssigkeit applizieren, werden mit dem Swiss-Injector sehr kleine Volumina 
(<10 µl) in das Gewebe eingebracht. Dies erlaubt eine zusätzliche Verteilung der 
Injektionen. Der Swiss-Injector wird typischerweise mit 2,6-3,0 bar Druck betrieben. 
Dieser Druck beschleunigt die Vektorlösung auf bis zu 300 m/s. Ein erhöhter Druck 
führt dabei zu einer erhöhten Eindringtiefe, einem größeren Transfervolumen und zu 
einer stärkeren Auffächerung des Flüssigkeitsstrahls. Auf der anderen Seite erhöht ein 
größerer Druck auch die Gewebeschäden. Es können Vektorlösungen in weiten 
Konzentrationsbereichen eingesetzt werden. Die Konzentration von 1 mg DNA pro ml 
hat sich als optimal erwiesen. Hier ist die Viskosität der Lösung gering und die 
Herstellung des Vektors unproblematisch [145]. Einige nadelfreie Injektionssysteme mit 
klinischem Potential, wie z.B. Ped-O-Jet und Bioject, konnten in Tiermodellen 
erfolgreich eingesetzt werden [146]. Der Swiss-Injector ist jedoch derzeit das einzige 
Gerät, das für einen erfolgreichen Gentransfer in einer klinischen Studie angewendet 






1.3 Nicht-virale Vektorsysteme 
Neben den vorgestellten nicht-viralen Gentransfermethoden wurde viel Arbeit in die 
Entwicklung neuer Vektoren investiert. Vorrangiges Ziel ist es, deren 
Gentransfereffizienz zu verbessern. Dazu zählen die Aufnahme der Vektoren in die 
Zelle und der Transport in den Zellkern. Daneben sollen aber auch die Sicherheit und 
das Targeting der Gentherapie erhöht werden. Zu den Sicherheitsbedenken zählen die 
Expression von Genen aus dem Vektorrückgrat, die Induktion einer ungewollten 
Immunantwort gegen das Genprodukt, die Veränderung der zellulären 
Expressionsmuster durch exprimierte Resistenzgene, die Nutzung kryptischer 
Expressionssignale oder die Induktion von Immunantworten durch CpG-Inseln [147, 
148, 149]. Aber auch die Dauer der Genexpression muss für einige Anwendungen 
signifikant verlängert werden. So sind episomal replizierte Plasmide nicht ohne 
weiteres für den Einsatz in der Therapie von Stoffwechselerkrankungen geeignet, da 
die Genexpression nur wenige Tage oder Wochen anhält.  
 
1.3.1 Minicircle 
Konventionelle Plasmide enthalten zahlreiche genetische Elemente, die zwar für die 
Produktion nötig, aber für die gentherapeutische Anwendung durchaus verzichtbar 
sind. Dazu gehören Elemente wie pro- und eukaryotische Selektionsmarker, 
Promotoren und Enhancer außerhalb der gewünschten Expressionskassette und 
Replikationsurspünge (origin of repication, ORI) aber auch CpG-Inseln (5´-CG-3´ 
Dinukleotide) des Vektorrückgrats [150]. Ein eleganter Weg, diese Elemente des 
Plasmidrückgrats nach der Synthese zu entfernen, ist die intramolekulare 
Rekombination im produzierenden Bakterium „in vivo“ oder nach der Synthese in vitro. 
Die dabei entstehenden Konstrukte mit der Expressionskassette werden Minicircle 
genannt (Abbildung 4). Diese Bezeichnung wird auch für die mitochondriale DNA von 
Trypanosomen verwendet. Die Minicircles als Vektoren wurden Mitte der 90ziger Jahre 
erstmals beschrieben [151, 152]. Um Minicircles zu generieren, werden in den 
Ausgangsplasmiden Erkennungsstellen für Rekombinasen möglichst nah an der 
Expressionskassette eingefügt (Abbildung 4). Wird die Rekombinase im 
produzierenden Bakterium exprimiert, so entstehen aus dem Ausgangsplasmid zwei 
kleinere Konstrukte. Auf der einen Seite ein replikatives Miniplasmid , auf der anderen 
Seite der gewünschte Minicircle. Das Miniplasmid besteht aus dem größten Anteil des 
Plasmidrückgrats des Ausgangsplasmids. Technisch bedingt bleibt dabei ein kleiner 




Miniplasmid wird im weiteren Verlauf entfernt, da das ehemalige Plasmidrückgrat für 
den Minicircle keine Bedeutung mehr hat und für die Anwendung des Minicircle als 
Vektor unnötig ist. Als Rekombinationssysteme werden die λ-Integrase Familie 
(Integrasen und Rekombinasen von Bakteriophagen und Hefen) und die Serin-
Rekombinase Familie (Integrasen von Bakteriophagen) verwendet [153]. Sie 
unterscheiden sich in ihrer Fähigkeit, monomere Minicircle-Moleküle zu 
produzieren [154]. Dabei haben sich Systeme aus der Serin-Rekombinase Familie als 




Abbildung 4: Der Minicircle-Vektor schematisch [153]  
Die Abbildung zeigt den Minicircle im Vergleich zum parentalen Plasmid. Während der 
Produktion wird das Plasmidrückgrat inklusive der für die Produktion notwendigen 
Elemente (z. B. bla- Resistenzgen (β-Laktamase); parA- Segregationsfaktor, erhöht 
genetische Stabilität; araC- induzierbare Transkriptionsregulation, MB1- 
Replikationsursprung) von den Sequenzen des Minicircle mit der Expressionkassette 
durch eine Rekombinase entfernt. Sind die Erkennungsstellen für die Rekombinase (res) 
optimal platziert, enthält der Minicircle neben den für die Expression nötigen Sequenzen 
kaum weitere genetische Elemente.  
 
Nachdem die extrachromosomale DNA aufgereinigt wurde, kann das Minicircle-
Konstrukt isoliert werden. Dies kann mit Hilfe von chromatographischen Methoden, 
Dichtegradienten-Zentrifugation (Cäsiumchlorid), Affinitätsreinigungen oder mit 
Standardmethoden (Reinigung über Silicamembranen oder Gelelution) geschehen. 
Meist werden Reste des Ausgangsplasmids und das Miniplasmid mit Hilfe von 
Restriktionsenzymen verdaut. Dieser Verdau kann bereits im Bakterium erfolgen, wenn 
die Restriktionsendonukleasen induzierbar exprimiert werden können. Minicircle-
Vektoren wurden bereits in vitro in vielen Zelllinien (Hela, NIH 3T3, HEK 293) 




158]. In allen Modellen erwiesen sich die optimierten Minicircle-Vektoren den 
parentalen Plasmiden als überlegen.  
Aufgrund ihrer geschlossen zirkulären Struktur können die Minicircle-Vektoren im 
Gegensatz zu den MIDGE-basierten Vektoren in der Zelle repliziert werden. Dafür sind 
allerdings weitere genetische Elemente wie virale ORIs oder scaffold/matrix attachment 
regions (S/MAR) nötig, die den Vektor wiederum vergrößern. Die viralen ORIs sind 
allerdings von viralen Proteinen abhängig, die zur Zelltransformation führen 
können [159]. Werden die Vektoren auf diesem Weg mehrfach pro Zellzyklus repliziert, 
so kann dies zum Zelltod führen [159]. S/MARs stellen genetische Elemente dar, an 
denen die Strangteilung während des Zellzyklus sehr gut möglich ist. So werden 
Vektoren mit S/MAR einmal pro Zellzyklus repliziert [160]. Diese Eigenschaft macht 
speziell große S/MARs physikalisch instabil. Dies kann zu einer erhöhten 
Integrationsrate wenigstens in in vitro Modellen führen. Dieses Risiko kann durch die 
Verwendung kleinerer S/MARs verringert werden [159]. Der Vorteil besteht jedoch in 
der Verlängerung der Transgenexpression.  
 
1.3.2 MIDGE 
Die MIDGE-Vektoren (Minimalistische Immunologisch Definierte GenExpression) 
wurden in den 90ziger Jahren entwickelt und werden seit 1998 von der Firma Mologen 
AG vertrieben und weiterentwickelt. Sie stellen die kleinsten verfügbaren Vektoren für 
den Gentransfer von proteinkodierenden Expressionskassetten dar. MIDGE-Vektoren 
sind kleine, doppelsträngige, lineare DNA-Moleküle mit kovalent verschlossenen 
Enden. Im Gegensatz zu den Minicircle-Vektoren sind keine Sequenzabschnitte außer 
den für die Expression notwendigen Elementen mehr vorhanden. MIDGEs wurden 
bisher hauptsächlich für Vakzinierungsstudien verwendet. Die Firma Mologen AG 
selbst entwickelt auf Basis ihrer Technologien MIDGE und dSLIM (double Stem Loop 
ImmunoModulator, TLR9-Agonist) Medikamente für den Einsatz in der Tumortherapie 
(Darm-, Prostata-, Nierenkrebs), aber auch für die Vakzinierung gegen 
Infektionskrankheiten wie Leishmaniose und Hepatitis B.  
Die Produktion der MIDGE-Vektoren ist vergleichsweise einfach. Die 
Expressionskassette kann mit Hilfe der PCR amplifiziert werden, oder sie kann durch 
Restriktionsorte aus den Plasmiden ausgeschnitten werden. In beiden Fällen werden 
durch die entsprechend eingefügten Restriktionsorte vor und nach dem benötigten 
Bereich Überhänge durch einen Restriktionsverdau generiert. An diese Überhänge 




Enden vorhanden. Dies erhöht die Resistenz der Vektoren gegenüber Exonukleasen. 
Die so hergestellten MIDGE-Vektoren enthalten neben den Elementen für die 
Genexpression (Promotor, Intron, Transgen, pA-Signal etc.) nur kleinste 
Restsequenzen vor und nach der Expressionskassette (Abbildung 5).  
 
 
Abbildung 5: Der MIDGE-Vektor schematisch 
Der MIDGE-Vektor besteht nur aus der Expressionskassette und kleinen Thymidin-
haltigen Hairpins an den Enden, die weiter modifiziert werden können.  
 
Mit Hilfe der Hairpins können leicht Modifizierungen in den Vektor eingefügt werden. So 
können seine Eigenschaften dem jeweiligen Einsatzzweck angepasst werden. Es ist 
u.a. möglich, Peptide oder Kohlenhydrate an den Vektor zu koppeln (Abbildung 5). So 
können Liganden für Oberflächenrezeptoren des gewünschten Zelltyps genutzt 
werden, um ein Zell- oder Gewebetargeting zu erreichen. Eine besondere Klasse der 
MIDGE-Vektoren stellen die MIDGE-TH1-Moleküle dar. Sie sind mit einem 
Signalmolekül ausgestattet, welches eine TH1-Antwort fördert. Sie sind im besonderen 
Maße für Einsatz im Bereich der DNA-Vakzinierung geeignet. Die MIDGE-Vektoren 
wurden bisher in verschiedenen Tumorzelltypen (z.B. Kolon, Melanom, Leukämie), 
Tiermodellen (Maus, Ratte, Katze, Hund, Rind, Pferd) sowie klinisch (ex vivo 
Gentransfer) erfolgreich eingesetzt [161, 162, 163, 164, 165, 166].  
Aufgrund ihrer Struktur und vor allem ihrer verringerten Größe und damit einhergehend 
einem verringerten Gehalt von nicht-essentiellen Elementen, bieten die optimierten 
Vektoren Minicircle und MIDGE ein hohes klinisches Potential, dass im Rahmen dieser 





1.3.3 Transposon/ Transposase-basierte Vektoren 
Zu den größten Einschränkungen des nicht-viralen Gentransfers gehört die transiente 
Natur der Genexpression. Je nach verwendetem Vektor und Transferstrategie endet 
die Genexpression teilweise bereits wenige Tage nach dem Gentransfer. Neben der 
episomalen Replikation der nicht-viralen Vektoren mit Hilfe von Replikationsursprüngen 
(ORIs) oder S/MARs kann die Transgenexpression durch Integration der 
Expressionskassette in das Genom verlängert werden. Dafür stehen 
Transposon/Transposase-basierte Systeme zur Verfügung. Sie bieten im Vergleich zu 
integrativen viralen Systemen eine hohe Kapazität und genetische Stabilität. Das 
einfachste Transposon besteht aus den Erkennungsstellen für die Transposase, meist 
„inverted repeats“ (IR), die die Expressionskassette flankieren. Das Transposon würde 
selbst für die Transposase kodieren, die die Expressionskassette mobilisiert. Wird die 
Transposase in trans kodiert, d.h. auf einem anderen Vektor, so kann innerhalb des 
Transposons ein neues Transgen anstatt der Transposase kodiert werden. Es wird 
dann genauso wie vorher die Transposase in das Genom integriert. Da der sekundäre 
Vektor mit der kodierten Transposase nur transient vorhanden ist, wird das Enzym 
innerhalb kurzer Zeit wieder verschwinden, sodass das integrierte Transposon stabil im 
Genom verbleibt, da nun kein mobilisierendes Enzym zur Verfügung steht. Heute sind 
verschiedene Transposon/ Transposase Kombinationen bekannt, die in Säugerzellen 
aktiv sind. Dazu gehören Transposasen wie Sleeping Beauty, Frog Prince, mariner, 
Minos, Tol2 und piggyBac [167, 168, 169, 170, 171]. Die Integration erfolgt vor allem 
mit Hilfe von Sleeping Beauty Transposasen weitgehend beliebig (random) im 
Genom [172]. Dadurch wird das Risiko einer insertionellen Mutagenese, wie sie bei 
Retroviren beobachtet werden kann, gesenkt. Die retrovirale Integration erfolgt 
bevorzugt in transkriptionell aktiven Bereichen, was u.a. zu einer Onkogenaktivierung 
führen kann [173, 174]. Um die Gefahr einer insertionellen Mutagenese weiter zu 
verringern, werden sowohl die Transposons wie auch die Transposasen modifiziert, um 
die Integration außerhalb transkriptionell aktiver Bereiche zu fördern [175]. Ein weiteres 
Risiko für den klinischen Einsatz von Transposons in der Gentherapie stellt die 
Mobilisierung von Transposon-ähnlichen Sequenzen im humanen Genom durch die 
verwendete Transposase dar. So können Sequenzen im Humangenom gefunden 
werden, die den Erkennungsstellen für piggyBac sehr ähnlich sind [176]. Die Sleeping 
Beauty Transposase wurde bereits intensiv in vitro als auch in vivo untersucht, sodass 




Studie werden T-Zellen ex vivo mit einem chimären Antigenrezeptor ausgestattet und in 
die Patienten nach Chemotherapie infundiert [177].  
 
1.4 Der humane Tumornekrosefaktor-alpha 
Der humane Tumornekrosefaktor-alpha (hTNFα) ist ein pleiotropes Zytokin. Seine 
Wirkung auf Tumore wurde bereits im 19. Jahrhundert entdeckt, ohne das etwas über 
die molekularen Grundlagen bekannt war (Coley´s Toxin) [178]. Später konnte gezeigt 
werden, dass die Wirkung nicht direkt auf das Toxin zurückzuführen war, sondern dass 
ein Wirtsfaktor zur Tumorregression führte. Das Serum bakterieninfizierter Mäuse 
konnte eine hämorrhagische Nekrose bestimmter Tumore auslösen [179]. Dieser 
Faktor wurde deshalb Tumornekrosefaktor genannt. Heute kennt man hTNFα als 
Mitglied der TNF/TNFR-Superfamilie [180]. Diese Familie beinhaltet mindestens 40 
Mitglieder [180]. Der humane Tumornekrosefaktor-alpha wurde 1985 isoliert [181]. Die 
Eigenschaft, Tumore in die Nekrose zu treiben, weckte die Hoffnung, man könnte ihn 
für die Tumortherapie einsetzen. Die starke Toxizität bei hochdosierter systemischer 
Anwendung begrenzte allerdings diese Möglichkeit [180, 182].  
TNFα und die weiteren Mitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie werden hauptsächlich 
von Immunzellen, wie aktivierten Makrophagen, Lymphozyten, NK-Zellen und 
Mastzellen, aber auch von Stromazellen exprimiert. Sie bilden TNFα als 
Transmembran-Protein, welches durch ein TNFα-konvertierendes Enzym (TACE) 
geschnitten und damit freigesetzt wird. Als lösliches TNFα bildet es Homotrimere und 
entfaltet seine Wirkung auf TNF-Rezeptor (TNFR)-positive Zellen wie Makrophagen, 
Knochen- und Knorpelzellen, Endothelzellen oder Synovialzellen [183]. Da die TNF-
Rezeptoren auf fast allen Zellen vorhanden sind, führen große systemische Mengen 
TNFα u.a. zum Schock oder Herz-Kreislauf-Kollaps [182]. Allgemein kann TNFα zu 
Fieber und ausgedehnten Entzündungsreaktionen führen.  
Es sind zwei Rezeptoren für TNFα, TNFR-1 und TNFR-2, bekannt. Der TNFR-1 bindet 
vor allem das freie TNFα. Da er eine sogenannte Todesdomäne besitzt, kann durch die 
Signalübermittlung dieses Rezeptors u.a. die Apoptose ausgelöst werden. TNFR-2 
besitzt keine Todesdomäne und bindet vor allem die membrangebundene Form von 
TNFα. Er kann die Wirkung des TNFR-1 verstärken, führt aber auch zur T-Zell-
Proliferation und Insulinresistenz [183]. Zu den Wirkungen auf molekularer Ebene von 
TNFα gehören die Aktivierung von NF-κB- und MAP-Kinase Signalwegen, die 




Adhäsionsmolekülen und Chemokinen [182, 184].  
Trotz seiner antitumoralen Aktivität konnte hTNFα die Hoffnung, eine wirksame 
Substanz für die Krebstherapie zu besitzen, nicht erfüllen. Die Patienten zeigten 
dosislimitierende Reaktionen auf die systemische Behandlung mit rekombinantem 
hTNFα [185, 186]. Darüber hinaus zeigten die in diesen Studien verwendeten Dosen 
nur eine geringe antitumorale Aktivität. Die höchste von Patienten tolerierte Dosis für 
die systemische Applikation von hTNFα lag ca. 10-fach unter der effektiven Dosis im 
Tiermodell [186]. Dies führte zum Konzept der lokalen Anwendung von hTNFα in der 
Tumortherapie. Mit Hilfe der isolierten Extremitätenperfusion von hTNFα in 
Kombination mit z.B. Melphalan und Hyperthermie können hohe Ansprechraten von 
Sarkomen und Melanomen erreicht werden [178, 187, 188, 189]. Diese Behandlung ist 
in Europa für die Tumortherapie zugelassen und wird auch in den USA durchgeführt. 
Es hat sich allerdings gezeigt, dass hTNFα aufgrund seiner pleiotropen Eigenschaften 
auch progressiv auf das Tumorwachstum wirken kann. Im Tiermodell konnte gezeigt 
werden, dass hTNFα für die Tumorentstehung und frühe Progression notwendig sein 
kann [190]. Dies ist u.a. auf die Aktivierung des NF-κB-Signalweges zurückzuführen. 
Durch ihn werden Gene, die mit Invasion und Metastasierung in Verbindung stehen, 
exprimiert, wie z.B. Adhäsionsmoleküle, Wachstumsfaktoren oder Matrix-
Metalloproteasen. Trotzdem hat hTNFα auch klinisch therapeutische Erfolge vor allem 
in Kombinationstherapien gezeigt. Dabei wird zusätzlich ausgenutzt, dass die Wirkung 
von hTNFα auch zu einer erhöhten Gefäß-Permeabilität für Zytostatika, wie z.B. 
Melphalan und Doxorubizin, führt [178].  
Der Tumornekrosefaktor-alpha ist auch heute ein interessanter Kandidat für die 
kombinierte Tumortherapie. Allerdings müssen die Tumorentität und die Form der 
Behandlung sorgfältig ausgewählt werden, um einen Vorteil für den Patienten zu 
erreichen. Um die Menge an hTNFα möglichst niedrig zu halten, stellt die Gentherapie 
eine Option für die lokale Produktion von hTNFα dar. So kann intratumoral eine 
hTNFα-Konzentration erreicht werden, die für die Chemosensitivierung ausreicht, aber 
die systemische Belastung für den Patienten niedrig bleibt. Es werden virale wie nicht-
virale Konzepte für den lokalen Gentransfer von hTNFα experimentell und klinisch 
untersucht. So ist es Ziel dieser Arbeit, die das Konzept für eine kombinierte Therapie 
des malignen Melanoms aus lokalem nicht-viralem hTNFα-Gentransfer mit der Jet-





1.5 Der Zelltod durch Apoptose und Nekrose 
Die Apoptose oder Nekrose stellen im Zusammenhang mit einer TNFα-Applikation 
mögliche Mechanismen des Zelltodes dar. Das Konzept der Apoptose wurde auf der 
Grundlage von früheren Arbeiten als Gegenspieler der Mitose 1972 eingeführt [191]. 
Man erkannte, dass der Verlust von Zellen („Nekrobiose oder physiologischer Zelltod“) 
zum Wachstum eines Organismus gehört, um die Zellpopulation zu kontrollieren. Die 
Autoren konnten bereits in dieser Arbeit die wesentlichen Eigenschaften der Apoptose 
beschreiben: zunächst Kondensation des Zellinhalts und darauf folgend die 
Fragmentierung der Zelle mit Bildung von sogenannten „apoptotic bodies“. Im Rahmen 
der Arbeit mit C. elegans wurde die Apoptose auch programmierter Zelltod genannt. 
Dieser Wurm bildet während seiner Entwicklung 1090 somatische Zellen. Davon 
sterben unter normalen Bedingungen exakt 131 Zellen durch Apoptose, was auf die 
genaue Steuerung von Zellproliferation und Zelltod hinweist.  
Die Apoptose ist ein energieabhängiger Prozess, der genau gesteuert wird. Es sind 
drei Wege bekannt, die zum apoptotischen Zelltod führen. Diese Wege sind der 
rezeptorabhängige extrinsische Weg, der auch für die Wirkung von TNFα relevant ist, 
der rezeptorunabhängige intrinsische Weg, der durch Vindesin aktiviert werden kann, 
und der T-Zell-abhängige Perforin/ Granzyme Weg [192]. Sie führen zur Aktivierung der 
Caspase 3 und so zum ausführenden Weg der Apoptose (execution pathway).  
Der extrinsische Apoptoseweg ist im Gegensatz zum intrinsischen Weg 
rezeptorabhängig. Zu diesen Rezeptor-/ Ligandenpaaren gehören FasR/FasL, 
TNFR1/TNFα oder DR4/Apo2L(TRAIL) [193]. Die Ligandenbindung an den Rezeptor 
führt zur intrazellulären Bindung von Adapterproteinen (z.B. TNFR1/TNFα bindet 
TRADD und im weiteren Verlauf FADD und RIP, FasR/FasL bindet FADD). Über die 
sogenannte Todesdomäne (death domain) erfolgt die Bindung von Procaspase 8 und 
die Ausbildung des DISC-Komplexes (death-inducing signaling complex) wodurch die 
Procaspase autokatalytisch aktiviert wird [194, 195]. Die aktive Caspase 8 führt zum 
Ablauf des ausführenden Apoptoseweges, indem sie Caspase 3 aktiviert. Die Bindung 
von c-Flip an FADD und Caspase 8 führt zur Inhibition der Apoptose nach 
Ligandenbindung an die entsprechen Rezeptoren [196] und stellt einen 
Regulationsmechanismus der extrinsischen Apoptose dar. 
Über den intrinsischen Apoptoseweg wird der Zelltod aufgrund von nicht Rezeptor-
vermittelten Signalen ausgelöst [192]. Zu diesen Signalen gehören Toxine (wie z.B. 
Chemotherapeutika), Strahlung, Hyperthermie, Hypoxy, aber auch das Fehlen von 




den intrinsischen Weg wird u.a. Cytochrom c durch die MPT-Poren aus den 
Mitochondrien frei, welches mit Apaf-1 und der Procaspase 9 das Apoptosom 
bildet [197]. Das vollständige Apoptosom führt zu einer starken Aktivitätssteigerung der 
Caspase 9 (bis zu 2000-fach), was im Folgenden zur Aktivierung der 
Ausführungsphase der Apoptose durch Caspase 3-Aktivierung führt [198]. Neben 
Cytochrom c werden auch Proteine wie Smac/DIABLO oder Proteasen freigesetzt, die 
die Aktivität von Apoptoseproteininhibitoren (IAPs) hemmen [198]. Während der späten 
intrinsischen Apoptose werden Proteine (AIF, Endonuklease G, CAD) aus den 
Mitochondrien frei, die nach Translokation in den Zellkern zur DNA-Fragmentierung 
führen. Dafür muss CAD durch Caspase 3 aktiviert werden, die Aktivität von AIF und 
Endonuklease G ist caspaseunabhängig [192]. Dieser Apoptoseweg wird durch 
Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie kontrolliert. Dazu gehören 25 Proteine, die sowohl 
pro- als auch antiapoptotisch wirken können [199]. Sie beeinflussen die 
Membranpermeabilität der Mitochondrien und sind so an der Steuerung der Cytochrom 
c-Freisetzung beteiligt. Durch die Aktivität dieser Proteine kann die Zelle die Apoptose 
antreiben oder abbrechen. Zu den antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen gehören u.a. 
Bcl-2, Bcl-x und Bcl-XL. Zu den proapoptotischen Bcl-2-Proteinen zählen z.B. Bax, 
Bak, Bid und Bad. Die Aktivität der Bcl-2-Proteine wird u.a. durch den 
Tumorsuppressor p53 kontrolliert [200]. Der Fakt, dass p53 sehr häufig in Krebszellen 
mutiert ist, weißt darauf hin, wie wichtig eine Kontrolle der Apoptose ist, um eine 
unkontrollierte Zellproliferation zu verhindern [192].  
In einem rezeptorunabhängigen Apoptoseweg leiten zytotoxische T-Zellen (CTL) mit 
Hilfe des Perforin/ Granzyme Weges die Apoptose von z.B. virusinfizierten Zellen ein. 
Diese CTLs sezernieren Perforin, welches Poren in der Membran der Zielzellen 
bildet [201]. Durch diese Poren gelangen die Proteasen Granzyme A und B in die 
Zielzelle, wo sie u.a. die Procaspase 10 und eine spezifische DNase aktivieren, bzw. 
ICAD inaktivieren und zur Freisetzung von Cytochrom c führen [202, 203]. Durch die 
Freisetzung von Cytochrom c besteht eine Verbindung zum intrinsischen 
Apoptoseweg [204]. So wird dann die Caspase 3 aktiviert und die Ausführungsphase 
der Apoptose eingeleitet. Granzyme A kann auch direkt die Capsase 3 aktivieren [205]. 
Durch die Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7 beginnt der finale Apoptoseweg, 
der zur vollständigen Entfernung der Zelle aus dem Gewebeverband führt. Diese 
Caspasen schneiden verschiedene intrazelluläre Substrate und führen so zu den 
morphologischen Veränderungen (u.a. Zellverkleinerung, Chromatinkondensation, 
Verdichtung des Zytoplasmas, „Budding“) während der Apoptose [206]. Die 




beschriebenen Initiatorcaspasen 8 (extrinsischer Weg), 9 (intrinsischer Weg) und 10 
(Perforin/ Granzyme Weg) aktiviert. Durch die Aktivität von Caspase 3 kommt es zur 
Chromatinkondensation, da der Inhibitor für CAD ein Substrat für Caspase 3 ist. So 
wird CAD aktiv und sorgt für die Degradation der DNA. Gelsolin ist ebenfalls ein 
Substrat für Caspase 3. Das freiwerdende N-terminale Fragment entfernt Aktin-
Monomere aus dem Zytoskelett, sodass es schließlich zerstört wird und die Zelle ihre 
Form verliert [207]. Im späteren Verlauf der Apoptose werden die sterbenden Zellen 
und Zellfragmente phagozytiert. Signal dafür ist Phosphatidylserin auf der Außenseite 
der Membran. Es gelangt durch einen unspezifischen Flip Flop-Mechanismus auf die 
Außenseite der Membran [208]. In gesunden Zellen wird dies durch eine Flippase 
(Aminophospholipid Translokase) verhindert [209].  
Im Gegensatz zur Apoptose wird die Nekrose als weitgehend passiver Vorgang 
beschrieben. Allerdings ist es möglich, dass ein apoptotischer Vorgang als Nekrose 
zum Zelluntergang führt, wenn für ein vollständiges Ablaufen der Apoptose nicht 
ausreichend ATP bzw. Caspasen vorhanden sind [210]. Die Nekrose wird durch starke 
Zellschädigungen ausgelöst, z.B. durch Toxin-, Strahlen- oder Hitzeexposition. Diese 
Einflüsse können auch zur Apoptose führen (intrinsischer Weg). Hier entscheiden 
Dauer der Einwirkung und Dosis der toxischen Noxe über die Aktivierung der Apoptose 
oder den Ablauf von nekrotischen Prozessen [210]. Da der Begriff Nekrose auch die 
Prozesse nach dem Zelltod beschreibt, wird zum Teil von Onkose gesprochen [192]. 
Die Nekrose ist durch das Anschwellen der sterbenden Zellen, Vakuolenbildung und 
geschädigten Organellen gekennzeichnet [191]. Es kommt zu ausgedehnten, 
unkontrollierten Membranschäden, die zur Freisetzung von zytoplasmatischen 
Enzymen führen. Dies führt in vivo zu Entzündungsreaktionen. Durch den Verlust der 
Membranintegrität kann die Apoptose von der Nekrose unterschieden werden. Der 
Nachweis von zytoplasmatischen Enzymen im Extrazellularraum und die Aufnahme 
von sonst nicht permeablen Substanzen (z.B. Propidiumiodid) in die Zelle weist auf die 
Nekrose hin.  
Da in der Arbeit für die gentherapeutischen Experimente hTNFα als Transgen zum 
Einsatz kommt, ist die Analyse möglicher apoptotischer oder nekrotischer Prozesse 







Heute werden für die Gentherapie hauptsächlich virale Vektoren eingesetzt, da sie eine 
hohe in vivo Transfereffizienz zeigen. Es gibt allerdings Sicherheitsbedenken aufgrund 
von Immunogenität und Mutagenesefähigkeit dieser Vektoren. Als Alternative bietet 
sich der nicht-virale Gentransfer an. Er gilt als sicherer als der Einsatz von Viren, ist 
aber bisher Aufgrund der geringen Gentransfereffizienz in vivo klinisch nur begrenzt 
einsetzbar. Die Gentransfereffizienz der nicht-viralen Gentherapie hängt unter anderem 
von zwei Faktoren ab: von der Gentransfertechnologie und vom verwendeten Vektor. 
Ziel dieser Arbeit war die Etablierung, Untersuchung und Optimierung einer 
nicht-viralen Gentherapie-Strategie sowohl klinisch, als auch in vitro und in vivo.  
Hierzu wurde zunächst die Jet-Injektion als Gentransfertechnologie für den klinischen 
Einsatz etabliert. In einer klinischen Phase I Studie sollte die Anwendbarkeit und 
Sicherheit dieser Technologie untersucht werden.  
Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Studie, sollte ein nicht-viraler Vektor gefunden 
werden, der die Sicherheit und Gentransfereffizienz verbessern kann. Es wurden 
verschiedene nicht-virale, minimalistische Vektoren mit ihren parentalen, Plasmid-
basierten Konstrukten und untereinander in Reportergenassays verglichen. Es wurde 
der Mechanismus der optimierten Gentransfereffizienz der neuartigen nicht-viralen 
Vektoren untersucht.  
Das therapeutische Potential des effizientesten Vektors sollte anschließend in vitro und 
in vivo analysiert werden. Hierzu wurde hTNFα als Transgen verwendet. Es sollte im 
Melanommodell untersucht werden, ob der Gentransfer von hTNFα zu einer 
Sensitivierung gegenüber einer Chemotherapie führt. Weiterhin sollte gezeigt werden, 
auf welchem Weg der hTNFα-Gentransfer zu dieser Chemosensitivierung führt. In 
Vorbereitung einer weiteren klinischen Anwendung sollte der Gentransfer des MIDGE-
Vektors für die kombinierte Gen- und Chemotherapie hinsichtlich Sicherheit und 
Effizienz experimentell im Melanommodell untersucht werden.  
Abschließend sollten erste Arbeiten weitere Möglichkeiten aufzeigen, die 
gentherapeutische Anwendung minimalistischer Vektoren weiter zu optimieren. Hierzu 
wurde der Einsatz der Sleeping Beauty Transposase mit MIDGE-basierten 
Transposons und die Kombination von Jet-Injektion und Elektroporation in vivo in 
ersten Experimenten untersucht. 
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2 Material und Methoden  
 
2.1 Vektoren, Vektorherstellung 
2.1.1 MIDGE 
Das MIDGE-Vektorsystem (Kapitel 1.3.2.) wurde für die Expression der Reportergene 
Luziferase (Luc), grün fluoreszierendes Protein (Green Fluorescence Protein, GFP), 
sowie des humanen Tumornekrosefaktor-alpha (hTNFα) Gens und für den Gentransfer 
des Sleeping Beauty (SB) Transposon/Transposase-Systems in vitro verwendet. 
Darüber hinaus wurden die hTNFα- und Luc-kodierenden Vektoren für den 
intratumoralen in vivo Gentransfer eingesetzt. Die MIDGE-Vektoren MIDGE-Luc, 
MIDGE-GFP und MIDGE-hTNFα und ihre parentalen Plasmide wurden von der 
Mologen AG (Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die Konstrukte und ihre 
grundlegenden Eigenschaften werden in Tabelle 2 zusammengefasst. Das parentale 
Plasmid pMok-hTNFα wurde in unserer Arbeitsgruppe generiert. Alle Konstrukte 
wurden hochrein und endotoxinfrei hergestellt.  
 
Vektor Größe Eigenschaften 
pMok-Luc 4,4 kb parentales Plasmid, CMV-Luc Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
MIDGE-Luc 2,8 kb linearer MIDGE-Vektor, CMV-Luc Expressionskassette, 
kein Plasmidrückgrat 
pMok-GFP 3,5 kb parentales Plasmid, CMV-GFP Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
MIDGE-GFP 1,9 kb linearer MIDGE-Vektor, CMV-GFP Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
pMok-hTNFα 3,5 kb parentales Plasmid, CMV-hTNFα Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
MIDGE-hTNFα 1,9 kb linearer MIDGE-Vektor, CMV- hTNFα 
Expressionskassette, kein Plasmidrückgrat 
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2.1.1.1 MIDGE-Synthese des Sleeping Beauty (SB) Transposase/Transposon- 
Systems 
Die SB-tragende Expressionskassette CMV-SB und die Transposonstruktur mit der 
Kassette caggs-amaxaGFP wurden PCR-amplifiziert (Primer siehe Tabelle 3, PWO 
Master, Roche, Mannheim, Deutschland) bzw. mit Hilfe von BamHI (Fermentas GmbH, 
St. Leon-Rot, Deutschland) ausgeschnitten. Die in Tabelle 4 gelisteten Plasmide 
pCMV(CAT)T7-SB100X und pt2-caggs-amaxaGFP dienten als Template. Die mit Hilfe 
der PCR eingefügten Restriktionsorte für NsiI und NheI (Fermentas) wurden nach der 
PCR verdaut. Die verwendeten „FastDigest“ Enzyme wurden für 45 Minuten bei 37°C 
inkubiert. Anschließend wurden kurze Hairpins (Tabelle 3, Biotez, Berlin, Deutschland) 
mit Hilfe von T4 DNA-Ligase (Fermentas) über Nacht bei 16°C an die Überhänge 
ligiert. Sie wurden in hohem (80x) molarem Überschuss eingesetzt. Nicht vollständig 
verschlossene Konstrukte wurden mit Exonuklease III (Fermentas) degradiert. Die 
Reinigung erfolgte mit Hilfe 1%-iger Agarosegele und dem Spin DNA Extraction Kit 
(Invitek, Berlin, Deutschland) nach Herstellerangaben. Die MIDGE-Vektoren (Tabelle 4) 
wurden in ddH2O aufgenommen und photometrisch quantifiziert (Nanodrop, Peqlab). In 
der kommerziellen Produktion wird oft Eco31I als Restriktionsenzym verwendet, um die 
Enden für die Ligation der Hairpins zu erhalten, da es nicht-kompatible Enden 
generieren kann [211]. So wird eine Selbstligation ausgeschlossen.  
 
Oligonukleotid Sequenz 5´- 3´ 
NsiI SB fw GTGATGCATGTGATCTTCCGTCACAGGT 
NheI SB rev TAGCTGCTAGCTATGCTTCCGGCTCGTATG 
BamHI Hairpin P-GATCCGCGTCTTTTGACGCG 
NsiI Hairpin P-CGCGTCTTTTGACGCGTGCA 
NheI Hairpin P-CTAGGCGCAGTTTTCTGCGC 
Tabelle 3: Die für die MIDGE-Synthese verwendeten Oligonukleotide  
Die Primer sind unmodifiziert und fügen Restriktionsorte (fett) in das PCR-Produkt ein. 
Die Hairpins besitzen ein 5´-Phosphat (P), um für die Ligation zur Verfügung zu stehen. 
Die vier Thymidine bilden den Loop, der Überhang ist kursiv markiert.  
 
Vektor Größe Eigenschaften 
pCMV(CAT)T7-
SB100X 
4,8 kb parentales Plasmid, CMV-SB100x Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
MIDGE-SB100x 2,3 kb linearer MIDGE-Vektor, CMV- SB100x 
Expressionskassette, kein Plasmidrückgrat 
pt2-caggs-
amaxaGFP 
5,6 kb parentales Plasmid, chim. caggs Fusionspromotor-
amaxaGFP Expressionskassette, Plasmidrückgrat 
MIDGE-
amaxaGFP 
2,7 kb linearer MIDGE-Vektor, chim. caggs Fusionspromotor-
amaxaGFP Expressionskassette, kein Plasmidrückgrat 
Tabelle 4: Die verwendeten Sleeping Beauty-Vektoren  




Die Minicircle-Vektoren (MC) und ihre parentalen Plasmide wurden von der 
PlasmidFactory GmbH & Co. KG (Bielefeld, Deutschland) zur Verfügung gestellt, da für 
ihre Generierung ein spezifischer Herstellungsprozess (Rekombination, siehe 1.3.1) 
verwendet wird (Tabelle 5). Die Minicircles werden in einem in vivo 
Rekombinationsprozess hergestellt und danach von verbliebenen parentalen 
Plasmiden und Miniplasmiden isoliert. Auch für den Gentransfer der Minicircles und der 
jeweiligen parentalen Plasmide wurden ausschließlich hochreine und endotoxinfreie 
Präparationen verwendet. Die Qualität und Identität der Plasmid- und Minicircle-
Vektoren wurde von PlasmidFactory im Rahmen der Produktion kontrolliert und 
bestätigt.  
Vektor Größe Eigenschaften 
pf461 6,2 kb parentales Plasmid, CMV-Luc Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
MC-Luc pf700 3,9 kb Minicircle aus pf461, CMV-Luc Expressionskassette, 
kein Plasmidrückgrat 
pf463 3,5 kb parentales Plasmid, CMV-GFP Expressionskassette, 
Plasmidrückgrat 
MC-GFP pf699 2,3 kb Minicircle aus pf463, CMV-GFP Expressionskassette, 
kein Plasmidrückgrat 
Tabelle 5: Verwendete Minicircle-Vektoren  
 
2.1.3 pCMVβ 
Der Plasmid-Vektor pCMVβ kodiert für die Escherichia coli β-Galactosidase unter der 
Kontrolle des viralen CMV-Promotors und eines SV40 polyA-Signals. Dieser nicht-
virale Vektor wurde im Rahmen der klinischen Phase I Studie als Reportergenvektor 
verwendet. Dieser Vektor enthält neben der Expressionkassette Sequenzen für die 
Expression eines bakteriellen Resistenzgens (Ampicillin) und einen 
Replikationsursprung (origin of replication, ORI). So werden neben der 
Expressionskassette rund 3 kb genetisches Material übertragen, das für die 
eukaryotische Genexpression nicht notwendig ist.  
Das Plasmid pCMVβ wurde von PlasmidFactory und Eurogentec unter GMP-
Bedingungen als Prüfpräparat hergestellt. Die Master Cell Bank (MCB) wurde von 
PlasmidFactory generiert, die weitere Herstellung und GMP-gerechte Abfüllung wurde 
von Eurogentec übernommen. Im Rahmen der GMP-Produktion wurden alle Schritte 
protokolliert und dokumentiert. Die Identität der MCB und der Working Cell Bank 
(WCB) und der produzierten Vektoren wurde mehrfach kontrolliert und bestätigt. 
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Abschließend erfolgte eine Qualitätskontrolle nach den Richtlinien der European 
Medicines Agency (EMEA). Die für die Verwendung zu bevorzugende ccc-Topologie 
(covalently closed circular) der DNA wurde mit Kapillargelelektrophorese bestätigt.
  
2.2 Lagerung 
Die Lagerung der Vektoren erfolgte bei -80 °C aliquotiert mit einer Konzentration von 
1 mg Vektor pro ml Wasser. Wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen wurden vermieden, um 
die Topologie der DNA nicht zu stören. Die MIDGE-Vektoren für die präklinische 
toxikologische Untersuchung wurden kurz vor der Studie generiert und bei -80 °C 
gelagert.  
Das Prüfpräparat pCMVβ wurde als Einzeldosis kurz vor der Verwendung geliefert und 
bis zum Einsatz im Rahmen der klinischen Phase I Studie bei -20 °C unter 
kontrollierten Bedingungen gelagert.  
 
2.3 Zellkultur 
Alle in der Arbeit verwendeten humanen Zelllinien wurden in einem Zellkulturinkubator 
bei 37 °C, 5% CO2 kultiviert. Ihre grundlegenden Eigenschaften und Kulturbedingungen 
werden in Tabelle 6 zusammengefasst. Die Zelllinien sind kommerziell verfügbar 
(ATCC-LGC, LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland). Die Authentizität der Linien 
wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSMZ, Braunschweig, 
Deutschland) überprüft und bestätigt. Es wurden Zellen in niedrigen Passagen 
verwendet und bei Bedarf durch frische Zellen ersetzt. Für die in vivo Xenograft-
Tumore wurden immer frische Kulturen verwendet.  





A375 human, epithelial,  
Melanom 
CRL-1619 DMEM, 4,5 g/l Glukose, 
10% FKS 
MeWo human, Fibroblast,  
Melanom 
HTB-65 DMEM, 4,5 g/l Glukose, 
10% FKS 
SKMEL-5 human, stellate,  
Melanom 
HTB-70 RPMI 1640, 10% FKS 
SK-MEL-28 human, polygonal,  
Melanom 
HTB-72 RPMI 1640, 10% FKS 
HCT 116 human, epithelial,  
kolorektales Karzinom 
CCL-247 RPMI 1640, 10% FKS 
SW480 human, epithelial,  
kolorektales Adenokarzinom 
CCL-228 RPMI 1640, 10% FKS 
Tabelle 6: Die verwendeten Zelllinien  
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Die Zellen wurden in Medium (PAA Laboratories GmbH Pasching, Östereich) mit 10% 
FKS (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) als Supplement kultiviert (Tabelle 6). Alle 
Zelllinien wurden 1-2x pro Woche in einem Splitting-Verhältnis von 1:4-1:10 passagiert. 
Dafür wurden die Zellen mit PBS (PAA) gewaschen, trypsiniert (Trypsin/EDTA (PAA), 5-
15 Minuten 37 °C), abzentrifugiert (5 Minuten 1000 rpm) und anschließend in 
Zellkulturflaschen eingesät. Es wurden keine Antibiotika oder weitere Supplemente 
verwendet. Ein PCR-basierter Mykoplasmentest wurde regelmäßig durchgeführt [212]. 
Zellzählungen wurden mit Hilfe eines automatischen Zellzählers (Countess, Invitrogen 
GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgeführt. Dafür wurden die Zellen 1:2 in 
Trypanblau (0,4%) verdünnt und davon 10 µl für die Zählung eingesetzt. Die 
Zellkulturgefäße, wie Flaschen (T25-T150), Multiwellplatten etc. wurden von BD 
(Franklin Lakes, NJ USA), Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland), TPP 
(Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) und Carl Roth (Karlsruhe, 
Deutschland) bezogen.  
 
2.3.1 Gentransfer in vitro 
Der vergleichende Gentransfer der verschiedenen Vektoren wurde mit Hilfe von in vitro 
Transfektionen und Elektroporationen durchgeführt. Für die Transfektion wurde 
Metafectene (Biontex Laboratories GmbH, Martinsried, Deutschland) verwendet. Es 
kann im Gegensatz zu anderen Transfektionsreagenzien für alle verwendeten Zelllinien 
eingesetzt werden. Die trypsinierten und gewaschenen Zellen wurden auf eine 
Zelldichte von 1x105/ ml eingestellt. Für die Transfektion im 24-Well Format wurde die 
DNA in 20 µl DMEM ohne FKS und Phenolrot gelöst. Vom größten Plasmid (pf461) 
wurden 500 ng verwendet. Die anderen Vektoren wurden äquimolar dazu eingesetzt 
und die fehlende DNA Menge mit einem Leervektor ersetzt. Das Transfektionsreagenz 
Metafectene (1,1 µl) wurde ebenfalls in 20 µl DMEM gelöst. Die Bestandteile des 
Transfektionsansatzes (DMEM, Metafectene, Vektor) können in Abhängigkeit von der 
Wellfläche skaliert werden. Beide Lösungen wurden vorsichtig gemischt und 20 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Lösung zu den Zellen 
gegeben und weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden 
anschließend ausgesät. Dabei wurden 500 µl der Zellsuspension plus 
Transfektionslösung im 24-Well Format eingesetzt.  
Für die Elektroporation wurde der Gene Pulser Xcell Elektroporator von Bio-Rad (Bio-
Rad Laboratories GmbH, München, Deutschland) verwendet. Es wurden 800 µl einer 
Zellsupension mit 5x106 Zellen/ ml mit 10 µg DNA (pf461) gemischt und in einer 4 mm 
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Küvette (Bio-Rad Laboratories GmbH) elektroporiert (200 V, 1x20 ms 
Squarewavepuls). Mehr als 90% der eingesetzten Zellen bleiben bei diesen 
Bedingungen vital. Die Vektoren wurden auch hier äquimolar eingesetzt und die DNA 
Menge mit Hilfe eines Leervektors konstant gehalten. Nach der Elektroporation wurden 
die Zellen auf eine Dichte von 1x105/ ml eingestellt und wie oben beschrieben 
ausgesät.  
 
2.3.2 In vitro Vindesinbehandlung 
Die Vindesinbehandlung nach Chemosensitivierung mit Hilfe von hTNFα erfolgte 24 h 
nach Gentransfer. Das Vindesin wurde als 2x konzentrierte Lösung in Medium als 
serielle Verdünnung vorbereitet. Es wurde anschließend 1:2 im Kulturwell durch 
Zugabe des bereits vorhandenen Volumens auf die benötigte Konzentration verdünnt. 
Die Pipettierschritte erfolgten bei reduziertem Licht.  
 
2.3.3 MTT-Assay 
Nach dem Gentransfer mit Hilfe von Transfektion und Elektroporation wurde die 
Zellvitalität und die Zytotoxizität von hTNFα in Kombination mit Vindesin in vitro mit 
dem 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Carl Roth 
Karlsruhe, Deutschland) Assay untersucht. Im 96-Well Format wurden 1x104 Zellen 
ausgesät. Nach 96 h wurden 10% des Kulturvolumens MTT (5 mg/ml in PBS, 
sterilfiltriert; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben. Nach 1 h Inkubation bei 
37 °C wurde der Überstand abgesaugt und die Zellen in 150 µl DMSO (Carl Roth) 
gelöst. Dabei geht das gebildete violette Formazansalz in Lösung. Die Messung 
erfolgte im Tecan Spectrafluor Plus mit einem 560 nm Filter (Tecan Group Ltd., 
Männedorf, Schweiz) und der Software Magellan 3.0. Die Auswertung erfolgte relativ 
zu einer unbehandelten Kontrolle in Triplikaten. Mathematische Analysen (IC50 
Bestimmung, Signifikanzen) wurden mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., 




Die Laktatdehydrogenase (LDH)-Freisetzung nach der Vindesinbehandlung wurde mit 
Hilfe des Cytotoxicity Detection Kit (Roche) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle 
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bestimmt. Es wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. Die zellfreien Überstände 
der Kulturen im 96-Well Format wurden zu definierten Zeitpunkten gesammelt. Es 
wurden 1x104 Zellen eingesetzt. Als Positivkontrolle diente ein Zelllysat von 1x104 A375 
Zellen. Dieses Lysat zeigte die maximale Menge an LDH von 1x104 Zellen an. Es 
wurde Vindesin mit einer finalen Konzentration c=IC50 verwendet. Die Messung erfolgte 
bei 492nm mit Leerwertreduktion im Tecan Spectrafluor Plus. Die Auswertung erfolgte 
relativ zu einem unbehandelten Zelllysat.  
 
2.3.5 Caspase-Glo Apoptose Assay 
Die Aktivität der Caspasen 3 und 7 bzw. 8 und 9 wurde mit den Apoptose-Glo Assay 
Kits (Promega) bestimmt. Diese Kits stellen ein Caspasesubstrat zur Verfügung, aus 
dem durch aktive Caspasen Luziferin freigesetzt wird. Für die Vindesinbehandlung 
wurde die Konzentration c=IC50 verwendet. Für die Bestimmung der Caspase 8 und 9 
Aktivität wurde dem Substrat der Proteasominhibitor MG-132 zugesetzt. Für die 
Messung wurden die Substratlösungen 1:1 (vol:vol) eingesetzt. Die Lumineszenz 
wurde im Tecan Spectrafluor Plus nach 1 h Inkubation detektiert. Die Auswertung 
erfolgte relativ zur Caspaseaktivität zum Beginn des Versuchs.  
 
2.4 Expressionsanalysen auf RNA- und Proteinebene 
2.4.1 RNA-Isolation 
Um die Expression der Transgene Luc (in vitro Gentransfer), hTNFα (intratumoraler 
Gentransfer in A375-Tumore im Mausmodell) und LacZ (intratumoraler Gentransfer in 
Patiententumore im Rahmen der klinischen Phase I Studie) auf mRNA-Ebene zu 
untersuchen, wurde die total-RNA mit Hilfe von TRIzol Reagent (Invitrogen) isoliert. Es 
stellt eine kommerziell erhältlich Variante des Protokolls von Chomczynski und Sacchi 
dar [213, 214]. Die Tumorproben (Kryopräparate) der klinischen Studie und der 
Tierexperimente wurden im Kryomikrotom Leica CM1900 (Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar, Deutschland) geschnitten. Im Rahmen der klinischen Phase I Studie wurden 
Tumorfraktionen gesammelt, die jeweils ca. 200 µm Tumorquerschnitt abbilden. In den 
in vitro Experimenten wurden die Zellen direkt im Well lysiert. Die Zugabe von 1ml 
Trizol führt zu einer effizienten Lyse, sodass keine weiteren Schritte zum Aufschluss 
nötig waren. Durch Chloroformzugabe wird eine Trennung in organische Phase (enthält 
u.a. die Proteine), eine Interphase (enthält die DNA) und eine wässrige Phase (RNA) 
erreicht. Die organische Phase und die Interphase, die nach der ersten 
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Phasentrennung anfallen, wurden für die Isolation von DNA und Proteinen verwendet 
(klinische Studie). Nach dem Fällen (Isopropanol), Waschen (75% Ethanol) und 
Trocknen der RNA der wässrigen Phase wurde ein DNaseI-Verdau (Roche) 
durchgeführt, um die verbliebenen Vektoren aus der RNA zu entfernen, die Aufgrund 
ihrer geringen Größe in der wässrigen Phase verbleiben. Nach dem DNaseI-Verdau 
der RNA wurde das Volumen mit ddH2O auf 500 µl vergrößert und erneut durch 
Zugabe von Chloroform eine Phasentrennung erreicht. Die RNA in der wässrigen 
Phase wurde mit Isopropanol gefällt, in 75% Ethanol gewaschen, getrocknet und 
anschließend in ddH2O gelöst. Die Quantifizierung der isolierten RNA erfolgte im 
Nanodrop (PeqLab).  
 
2.4.2 Reverse Transkription 
Um die Expression der Transgene auf mRNA-Ebene nachzuweisen und zu 
quantifizieren, wurden jeweils 50 ng der isolierten total-RNA revers transkribiert. Alle 
Reagenzien wurden von Applied Biosystems (Life Technologies Corporation, Carlsbad, 
CA, USA) bezogen (Tabelle 7). Für die reverse Transkription wurden die verschiedenen 
Reagenzien wie in Tabelle 7 dargestellt, eingesetzt. Die Reaktion wurde in einem 
T3000 Thermocycler (Biometra GmbH, Göttingen, Deutschland) durchgeführt. Sie 
besteht aus Primerbindung (25 °C, 3 Minuten), reverser Transkription (42 °C, 45 
Minuten) und Inaktivierung des Enzyms (95 °C, 5 Minuten). Die so hergestellte cDNA 
wurde bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.  
 
Reagenz Volumen Finale Konzentration 
PCR Puffer II 10x 2 µl 1x 
MgCl2 25 mM 4 µl 5 mM 
dNTPs (10 mM) 2 µl pro dNTP 1 mM pro dNTP 
Random Hexamere(50 µM) 1 µl 2,5 µM 
RNase Inhibitor(20 U/µl) 1 µl 1 U/µl 
MuLV reverse Transkriptase (50 U/µl) 1 µl 2,5 U/µl 
RNA Template 16,6 ng/µl 3 µl 2,5 ng/µl 
Tabelle 7: Master Mix für die reverse Transkription (RT)  
 
2.4.3 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) für den mRNA-Nachweis 
Die quantitative Real-Time PCR wurde mit Hilfe des Roche LightCycler 480 im 96-Well 
Format durchgeführt. Die Reaktionen hatten ein Gesamtvolumen von 10 µl. Für die 
Quantifizierung der Transgenexpression von Proben aus den in vitro Experimenten 
(Gentransfer in Zelllinien) wurde der GoTaq qPCR Master Mix (Promega) nach 
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Herstellerangaben mit 1mM MgCl2 benutzt. Die PCR-Bedingungen waren: Initiale 
Denaturierung 2 Minuten, Denaturierung 10 s, Primerbindung 10 s, Polymerisation 
10 s, 45 Zyklen. Im Anschluss erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse zur Verifizierung 
der Produktbildung. Für alle anderen Proben wurde der LightCycler FastStart DNA 
Master HybProbe Kit (Roche) verwendet. Die Oligonukleotid- und Sondensynthese 
erfolgte durch Tib Molbiol (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Deutschland). Das 
Housekeeping-Gen Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PDH) wurde immer mit 
dem LightCycler h-G6PDH Housekeeping Gene Set (Roche) und dem Roche 
Reaktionsmix für Hybridisierungssonden quantifiziert. Als Standard diente eine serielle 
Verdünnungsreihe (Verdünnung: RNA 1:2) eines positiven Klons, die während des 
gesamten Experiments beibehalten wurde. Die PCR-Bedingungen waren: Initiale 
Denaturierung 15 Minuten, Denaturierung 10 s, Primerbindung 20 s, Polymerisation 
10 s, 45 Zyklen. Die Temperatur für die Primerbindung ist zusammen mit den 
Sequenzen in Tabelle 8 aufgeführt. In jeder PCR wurden 2 µl Template eingesetzt. Die 
Primer hatten eine finale Konzentration von 0,5 µM, die Sonden von 0,3 µM.  
 
Oligonukleotid Sequenz 5´-3´ Temperatur 
LacZ RNA fw CCGTTGATGTTGAAGTGGC 62 °C 
LacZ RNA rev CTAATCCGAGCCAGTTTACCC 62 °C 
LacZ RNA FITC GCGCGGATTGGCCTGAACT --- 
LacZ RNA LCRed640 CAGCTGGCGCAGGTAGCAGA --- 
Luc fw GGGCTCACTGAGACTACATC 62 °C 
Luc rev GTAGCCATCCATCCTTGTC 62 °C 
TNFα fw CTCTGGCCCAGGCAGTCAGA 61 °C 
TNFα rev TCGGCAAAGTCGAGATAGTC 61 °C 
TNFα FITC GCATTGGCCCGGCGGTTC --- 
TNFα LCRed640 CCACTGGAGCTGCCCCTCAGCT --- 
Tabelle 8: Die für die qRT PCR verwendeten Oligonukleotide  
Die Primer sind unmodifiziert, die Sonden sind mit 3´-FITC bzw. 5´-LCRed640 modifiziert.
  
2.4.4 Luziferase Assay 
Die Firefly Luziferase (Glühwürmchen) wurde als Reportergen in den jeweiligen 
Vektoren für die Expressionsanalysen im in vitro Gentransfer eingesetzt. Die Aktivität 
nach äquimolarer Transfektion bzw. Elektroporation wurde mit Hilfe des Steady-Glo 
Luciferase Assay System (Promega) untersucht. Das im Kit enthaltene Luziferase-
Substrat (Luziferin) wurde nach Herstellerangaben im Puffer gelöst. Da dieser Assay 
pH-abhängig ist, wurde das Kulturmedium durch frisches DMEM mit 10% FKS ersetzt. 
Das Substrat wurde in der gleichen Menge wie das zugegebene Medium eingesetzt 
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(200 µl Medium + 200 µl Substrat im 24-Well Format). Nach 10 Minuten Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden je 100 µl in Duplikat in 96-Well Lumineszenzplatten überführt 
und im Tecan Spectrafluor Plus wurde die Lumineszenz detektiert (Exposition 1000 ms, 
Gain 150). Die Hintergrundlumineszenz wurde subtrahiert. Dargestellt wird die 
Veränderung des Luziferasesignals relativ zum Plasmid pf461, da dies der größte 
verwendete Vektor ist.  
 
2.4.5 FACS Analyse 
Für die Bestimmung des Anteils Transgen-positiver Zellen nach äquimolarem 
Gentransfer in vitro wurde GFP in den jeweiligen zu vergleichenden Vektoren als 
Transgen verwendet. Nach Gentransfer (Kapitel 2.3.1) im 12-Well Format wurden die 
Zellen geerntet, gewaschen und in 500 µl PBS aufgenommen, um sie anschließend im 
FACS zu untersuchen. Für die Messungen wurde ein FACSCalibur (BD Biosciences, 
Franklin Lakes, NJ, USA) mit der Software BD CellQuest Pro 5.2 verwendet. Die 
jeweilige untransfizierte Zelllinie diente als Referenz. Die Auswertung erfolgte mit 
FlowJo 7.6 (Tree Star Inc., Ashland. OR, USA). Es wurde die Zunahme der GFP-
positiven Zellen relativ zur Kontrolle angegeben.  
 
2.4.6 hTNFα Elisa 
Humanes TNFα aus Zellkultur- bzw. Tumorproben der Tierexperimente wurde mit dem 
TNFα human ELISA Kit (Invitrogen) quantifiziert. Zellkulturüberstände wurden nach 
äquimolarem Gentransfer gesammelt und bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert. Der 
hTNFα-Gehalt der Überstände (sezerniertes hTNFα) wurde als Konzentration pro ml 
angegeben. Xenotransplantat-Tumore der humanen Zelllinie A375 wurden nach 
äquimolarem intratumoralen Gentransfer mit Hilfe der Jet-Injektion in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und im Kryomikrotom (Leica CM1900) geschnitten und in 
RIPA Lysepuffer (Kapitel 2.4.7) aufgenommen. Der hTNFα-Gehalt der Tumorproben 
wurde auf das eingesetzte Gesamtprotein normalisiert. Humanes TNFα aus Blutproben 
der Tierexperimente wurde mit dem TNFα Human Ultrasensitive ELISA Kit (Invitrogen) 
detektiert.  
 




Die Tumorproben aus den Tierexperimenten wurden schockgefroren und mit Hilfe 
eines Kryomikrotoms (Leica CM1900) seriell geschnitten um das Gesamtprotein zu 
isolieren. Die entstandenen Fraktionen wurden in RIPA Lysepuffer (50 mM Tris/HCl pH 
7,4, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,25% Na-Deoxycholate, 1 mM PMSF, 1 Tablette 
cOmplete mini Proteaseinhibitorenmix, Roche) aufgenommen. Nach 30 Minuten 
Inkubation bei 4 °C wurden die Lysate bei 14000 rpm, 30 Minuten und 4 °C 
zentrifugiert, um unlösliche Zelltrümmer zu entfernen. Die Quantifizierung des 
Gesamtproteingehaltes erfolgte mit Hilfe von  Coomassie Plus (Bradford) Protein 
Assay (Pierce, Rockford, IL, USA, Kapitel 2.4.8).  
Das Gesamtprotein aus den Tumorproben der klinischen Gentransferstudie wurde aus 
der organischen Phase nach der ersten Phasenseparation im Verlauf der RNA-
Isolation (Kapitel 2.4.1) gewonnen. Die wässrige Phase wurde für die Isolation der RNA 
verwendet. Zunächst wurde die DNA der Interphase mit 300 µl Ethanol pro ml Trizol 
gefällt (Kapitel 2.5.1.1). Die Proteine des verbleibenden Überstands konnten durch 
Zugabe von 1,5 ml Isopropanol pro ml Trizol gefällt werden. Nach Inkubation für 10 
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proteine bei 12000 rpm pelletiert. Die 
gefällten Proteine wurden 3-mal in 95% Ethanol 0,3 M Guanidinhydrochlorid 
gewaschen. Für jeden Waschschritt wurden die Pellets 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert und bei 7500x g gefällt. Der finale Waschschritt erfolgte in 
96% Ethanol für 20 Minuten. Anschließend wurden die Proteine erneut bei 7500x g 
gefällt und im Vakuum getrocknet. Die Proteine konnten in 1% SDS (Carl Roth) in H2O 
gelöst werden. Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 10000x g 
entfernt. Die Quantifizierung musste aufgrund des SDS mit dem BCA Protein Assay 
Reagent (bicinchoninic acid, Pierce) erfolgen, da Coomassie nicht mit größeren 
Mengen SDS kompatibel ist.  
 
2.4.8 Proteinquantifizierung 
Die Proteinquantifizierung erfolgte mit dem Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay 
(Pierce) nach Herstellerangaben. Als Standard diente eine Verdünnungsreihe von 
bovinem Serumalbumin (BSA) im Bereich von 25-2000 µg/ml. Die Proben wurden so 
verdünnt, dass sie im liniearen Bereich der Eichkurve liegen und dann im 96-Well 
Format vermessen. Dafür wurden 100 µl verdünnte Probe mit 100 µl Coomassie 
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend gemessen. Die 
Quantifizierung erfolgte bei 620 nm im Tecan Spectrafluor Plus und der Software 
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Magellan 3.0. Die Werte der Leerkontrolle wurden von den Messwerten abgezogen. 
Die Proteinquantifizierung mit dem BCA Protein Assay Reagent (Pierce) erfolgte nach 
Herstellerangaben. Als Standard diente eine Verdünnungsreihe von bovinem 
Serumalbumin (BSA) im Bereich von 20-2000 µg/ml. Die Proteine wurden vorverdünnt 
und mit der Arbeitslösung bei 37 °C, 30 Minuten inkubiert. Es wurden 25 µl Probe bzw. 
Standardverdünnung mit 200 µl Arbeitslösung verwendet. Die Messung erfolgte im 
Tecan Spectrafluor Plus bei 560 nm.  
 
2.4.9 Western Blot 
Die isolierten Proteine (30 µg Gesamtprotein) wurden mit Hilfe 10%-iger Acrylamidgele 
aufgetrennt (Invitrogen; 180 V, 1 h in MES Puffer). Anschließend erfolgte der Transfer 
der Proteine bei 20 V, 50 Minuten auf Nitrocellulosemembranen (Hybond C, GE 
Healthcare Europe GmbH, München, Deutschland; Trans-Blot SD, Bio-Rad). Nach 
dem Proteintransfer wurden die Membranen Ponceau S gefärbt, um den 
Proteintransfer zu überprüfen. Nach Waschen und Blockieren der Membran 
(Waschpuffer: TBST, Blockpuffer: 5% fettfreies Milchpulver in TBS) erfolgte die 
Inkubation mit den primären Antikörpern (Maus-anti-β-Galactosidase, Cell Signaling 
Technology Inc., Danvers, MA, USA, 1:1000 in 5% BSA Fraktion V TBST; Ziege-anti-
Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa 
Cruz, CA, USA, 1:500 in 5% BSA Fraktion V TBST) über Nacht bei 4 °C. Die 
Inkubation mit den sekundären Antikörpern (anti-Maus-HRP 1:8000, Santa Cruz sc-
7076, anti-Ziege-HRP 1:5000, Santa Cruz sc-2354) erfolgte für 1 h bei 
Raumtemperatur. Für die Detektion wurde ein Peroxidase Substrat verwendet (100 mM 
Tris-HCl pH 8,6, 250 µg/ml Luminol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, 
Deutschland, 11 µg/ml para-Hydroxycoumarinsäure, Sigma-Aldrich, 0,01% H2O2). Die 
Chemilumineszenz wurde mit Kodak X-Omat Filmen (Sigma-Aldrich) aufgenommen.
  
2.4.10 X-Gal-Färbung 
Die X-Gal-Färbung wurde an 7 µm Kryodünnschnitten durchgeführt. Die 
Tumorresektate der Patienten der klinischen Studie wurden bei -20 °C im 
Kryomikrotom geschnitten und auf Objektträger aufgebracht. Nach der Fixierung (2% 
Formaldehyd, 10 Minuten 4 °C) wurden die Slides gewaschen und mit dem X-Gal-Mix 
(1 mg/ml X-Gal, 1 mM MgCl2, 3 mM K3Fe(CN)6, 3 mM K4Fe(CN)6, 24 h, 37 °C) 
inkubiert. Dabei entwickelt sich die Blaufärbung der β-Galactosidase-positiven 
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Bereiche. Anschließend wurden die Objektträger gewaschen und in wässrigem 
Mounting Medium (Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) eingeschlossen. 
Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axioplan 2 Mikroskop (Carl 
Zeiss AG, Göttingen, Deutschland) angefertigt. 
 
2.4.11 Immunhistochemischer β-Galactosidase Nachweis 
Für den immunhistochemischen β-Galactosidase Nachweis in den Tumorproben der 
klinischen Studie wurden ebenfalls 7 µm Kryodünnschnitte verwendet. Die Schnitte 
wurden 30 Minuten an der Luft getrocknet und in gepuffertem Glutaraldehyd (NKH-
Puffer, 10 mM Hepes pH 8, 0,04% Glutaraldehyd, 1% Glukose) fixiert. Danach wurden 
die Schnitte bei Raumtemperatur 10 Minuten permeabilisiert (0,5% Triton X-100, 2,5% 
BSA Fraktion V in PBS), mit 1% H2O2 in PBS inkubiert und blockiert (1,25% BSA 
Fraktion V in PBS). Der primäre Antikörper anti- β-Galactosidase ab616 (1:1500; 
Abcam, Cambridge, England) wurde bei 4 °C über Nacht, der sekundäre anti-
Kaninchen-Antikörper-HRP ab6721 (1:500; Abcam) wurde 1 Stunde bei 
Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Als Substrat für die Peroxidase des 
sekundären Antikörpers wurde das DAB-Färbesystem (Dako) verwendet (2 Minuten 
Raumtemperatur, anschließend mit H2O waschen). Die Gegenfärbung erfolgte mit 
Hämalaunlösung (Carl Roth, waschen mit H2O). Die Schnitte wurden abschließend in 




2.5.1.1 DNA-Isolation aus Patientenmaterial 
Im Rahmen der klinischen Phase I Studie wurde der pCMVβ Plasmid-Vektor aus der 
organischen Phase bzw. Interphase isoliert (Kapitel 2.4.1), die bei der RNA-Isolation 
anfielen. Die DNA dieser Phasen wurde mit Hilfe von Ethanol (300 µl Ethanol/ml Trizol) 
gefällt und anschließend bei max. 2000x g pelletiert. Der Überstand wurde für die 
Protein-Isolation verwendet. Die DNA wurde zweimal 30 Minuten mit 0,1 M 
Natriumcitrat in 10% Ethanol gewaschen. Die Zentrifugation zwischen den Schritten 
erfolgte bei max. 2000x g. Der finale Waschschritt erfolgte in 75% Ethanol. Nach 
erneuter Zentrifugation wurde die DNA an der Luft getrocknet und in H2O über Nacht 
bei 4 °C gelöst. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des Nanodrop (Peqlab). 
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2.5.1.2 DNA-Isolation aus Blut 
Der pCMVβ Plasmid-Vektor im EDTA-Blut der behandelten Patienten wurde mit dem 
Jetquick Blood Mini Kit (Genomed, Löhne, Deutschland) nach Herstellerangaben 
isoliert. Die DNA wurde direkt nach der Blutabnahme isoliert. Anschließend wurde sie 
in H2O aufgenommen und mit Hilfe des Nanodrop (Peqlab) quantifiziert. 
2.5.1.3 DNA-Isolation aus Xenograft-Tumoren 
Die in den Tierexperimenten verwendeten MIDGE-Vektoren wurden mit dem 
NucleoSpin Tissue Kit (Macherey & Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland) nach 
Herstellerangaben isoliert. Die schockgefrorenen Tumore wurden im Kryomikrotom 
seriell geschnitten und im Lysepuffer aufgenommen. Die isolierte DNA wurde in H2O 
aufgenommen und mit dem Nanodrop (Peqlab) quantifiziert. 
2.5.1.4 DNA-Isolation aus Zellkernen 
Die DNA aus den in vitro Gentransferexperimenten wurde mit dem NucleoSpin Tissue 
XS Kit (Macherey & Nagel) nach Herstellerangaben isoliert. Da die Transkription im 
Zellkern abläuft, wurden die Zellkerne für die Vektorquantifizierung verwendet. Zuvor 
wurde ein DNaseI Verdau (DNaseI, Roche) durchgeführt, um extrazelluläre 
Vektorkontaminationen zu degradieren. Die Isolation der nukleären Fraktion erfolgte 
mit dem NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kit (Pierce). Die Zellen wurden 
nach dem pelletieren in 100 µl CER I Puffer aufgenommen. Nach 10 Minuten 
Inkubation auf Eis erfolgte die Lyse durch Zugabe von 5,5 µl CER II. Die Kerne wurden 
anschließend pelletiert und für die DNA-Isolation verwendet.  
 
2.5.2 Quantitative Real-Time PCR (qPCR) für den Vektornachweis 
Die quantitative Analyse der isolierten Gentransfervektoren erfolgte im LightCycler480 
(Roche) im 10 µl Maßstab. Die Reaktionsbedingungen wurden bereits im Abschnitt 
2.4.3 beschrieben. Für die vergleichende Analyse der optimierten Vektoren (Minicircle, 
MIDGE) mit ihren parentalen Plasmiden wurden alle Vektoren mit Hilfe von 
Reastriktionsenzymen linearisiert. Für den Minicircle und das parentale Plasmid wurde 
„FastDigest“ EcoRI (Fermentas), für den MIDGE-Vektor und das parentale Plasmid 
wurden „FastDigest“ KpnI und SacI (Fermentas) verwendet. Dies ist notwendig, da vor 
allem MIDGE-Vektoren im Vergleich zum äquimolar eingesetzten Plasmid sonst als zu 
gering quantifiziert werden. Dies konnte auch für Plasmide verschiedener Größen 
beobachtet werden [215]. Es wurden 250 ng DNA als Template eingesetzt. Die 
Material und Methoden 
 
51 
Vektormenge wurde mit Hilfe von „spiked“ Eichkurven berechnet. Hierzu wurde der 
jeweilige Vektor in DNA aus Zellen der Zellkultur verdünnt. Die verwendeten Primer 
und Sonden sind in der Tabelle 9 zusammengefasst. Ihre Synthese erfolgte durch Tib 
Molbiol.  
 
Oligonukleotid Sequenz 5´-3´ Temperatur 
LacZ DNA fw AAGCAAAAAAGAAGTCACCATG 62 °C 
LacZ DNA rev GTAAAACGACGGGATCGC 62 °C 
LacZ DNA FITC CGGTCTGGGAGGCATTGGT --- 
LacZ DNA LCRed640 GGACACCAGCAAGGAGCTGCT --- 
Luc fw GGGCTCACTGAGACTACATC 62 °C 
Luc rev GTAGCCATCCATCCTTGTC 62 °C 
TNFα fw CTCTGGCCCAGGCAGTCAGA 61 °C 
TNFα rev TCGGCAAAGTCGAGATAGTC 61 °C 
TNFα FITC GCATTGGCCCGGCGGTTC --- 
TNFα LCRed640 CCACTGGAGCTGCCCCTCAGCT --- 
Tabelle 9: Die für die qPCR verwendeten Oligonukleotide  
Die Primer sind unmodifiziert, die Sonden sind mit 3´-FITC bzw. 5´-LCRed640 modifiziert.
  
2.5.3 DNA Labeling 
Um die verschiedenen Gentransfervektoren mikroskopisch zu verfolgen und um die 
Vektorverteilung auf Zellebene mit Hilfe von FACS zu untersuchen, wurden die 
Vektoren mit Hilfe des Label IT Nucleic Acid Labeling Kit, Cy3™ (Mirus Bio LLC, 
Madison, WI, USA) nach Herstellerangaben markiert. Es wurden 10 µg DNA mit 5 µl 
des Label IT Reagenz für 2 h bei 37 °C markiert. Nach jeweils 30 Minuten wurde der 
Reaktionsansatz kurz abzentrifugiert. Die Isolation nach der Reaktion erfolgte mit Hilfe 
der Ethanolpräzipitation. Das Volumen wurde auf 200 µl vergrößert und die DNA durch 
Zugabe von 0,1 Volumen 5 M NaCl und 2 Volumen abs. Ethanol gefällt. Nach 30 
Minuten Inkubation bei -20 °C wurde die DNA pelletiert (14000 rpm, 10 Minuten), 
gewaschen, getrocknet und in H2O aufgenommen. Die markierte DNA wurde 
anschließend, wie bereits beschrieben, für den in vitro Gentransfer eingesetzt 
(Abschnitt 2.3.1). Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Zeiss Axio 
Observer Z1 (Carl Zeiss AG) angefertigt.  
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2.6 Klinische Phase I Gentransferstudie 
2.6.1 Patienten 
Die klinische Phase I Gentransferstudie (DeReGe 62) wurde an der Robert-Rössle-
Klinik, Charité, Berlin durchgeführt. Das Studienprotokoll wurde von der 
Bundesärztekammer und der zuständigen Ethikkommission geprüft und genehmigt. 
Für die Gentransferstudie wurden 17 Patienten rekrutiert: 14 Melanom-, 
3 Mammakarzinompatienten. Die Einschlusskriterien waren u.a.: Alter ≥ 18 Jahre und 
ein Karnofsky-Index ≥ 60 (Patient ist in den meisten Bereichen selbstständig) [216]. 
Daneben mussten erreichbare, resektable, histologisch bestätigte in transit Metastasen 
des malignen Melanoms oder Hautmetastasen des Mammakarzinoms vorliegen. 
Schwangere und stillende Frauen, Allergiker und Personen mit eingeschränkter 
Organfunktion (Knochenmark, Niere, Leber) wurden ausgeschlossen. Jeder Patient 
wurde individuell über Art und Ziel dieser Gentransferstudie aufgeklärt. Die Patienten 
wurden während der gesamten Studie beobachtet, und es wurden die relevanten 
klinischen Parameter bestimmt.  
 
2.6.2 Studienprotokoll 
Bei jedem Patienten wurde der Gentransfer einmalig nach dem Studienprotokoll mit 
Hilfe der intratumoralen Jet-Injektion durchgeführt. Es sah 5 Jet-Injektionen á 10 µl 
(1 mg Vektor-DNA/ ml) vor, die intratumoral appliziert wurden. Die Gesamtvektordosis 
pro Patient betrug damit 50 µg DNA. Nach der Jet-Injektion wurde zu definierten 
Zeitpunkten (0,5 h, 3 h, 6 h, 24 h, 48 h, 72 h, 4 Wochen nach Gentransfer) Blut 
entnommen, um die systemische Vektorverteilung und den Vektorabbau zu 
untersuchen (Abbildung 6 A). Die behandelten Tumorläsionen wurden 2-6 Tage nach 
Jet-Injektion chirurgisch in der Robert-Rössle-Klinik, Charité Berlin entfernt und für 
nachfolgende histopathologische und molekularbiologische Untersuchungen verwendet 
(Abbildung 6 B). Neben der histopathologischen Untersuchung (Institut für Pathologie, 
Charité - Universitätsmedizin Berlin) des entnommenen Gewebes wurde die 
systemische und intratumorale Vektorverteilung mit quantitativer PCR untersucht. 
Außerdem wurde die intratumorale Transgenexpression und -verteilung auf mRNA- 
und Proteinebene mit qRT-PCR, Western Blot, Immunhistochemie und X-Gal-Färbung 
untersucht. 




Abbildung 6: Schematische Darstellung des Studienablaufs (A) und der 
molekularbiologischen Untersuchungen (B)  
Die Abbildung fasst das Studiendesign (A) zusammen. Das resizierte Tumorgewebe 
wurde geteilt und histopathologisch und molekularbiologisch aufgearbeitet (B). nach [113] 
 
2.6.3 Molekularbiologische Untersuchungen 
Die Tumorresektate wurden direkt nach der Entnahme geteilt. Die Teilung erfolgte 
radial durch die Injektionsstelle. Eine Hälfte wurde für die histopathologische 
Evaluation in Formalin fixiert und später in Parafin eingebettet, die andere Hälfte für die 
molekularbiologische Untersuchung in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Für die 
Isolation von DNA, RNA und Proteinen wurden die Resektate in Tissue-Tek O.C.T. 
Compound (Sakura, Sakura Finetek Europe B.V., Alphen am Rhein, Niederlande) 
eingebettet und im Kryomikrotom seriell geschnitten. Die daraus entstandenen 
Fraktionen konnten kurzzeitig in Trizol bei -80 °C gelagert werden oder wurden direkt 
weiter verwendet (siehe 2.4.1, 2.4.7, 2.5.1.1). Je 10 Schnitte wurden für die Isolation 
von DNA, RNA und Proteinen verwendet. Nach diesen 10 Schnitten wurden Proben für 
die X-Gal-Färbung und den immunhistochemischen β-Galactosidasenachweis auf 
Objektträgern gesammelt (siehe 2.4.10, 2.4.11).  
Die Blutproben der Patienten wurden direkt nach der Entnahme in der Klinik abgeholt 
und ohne weitere Lagerung für die Vektor-Isolation verwendet (Abschnitt 2.5.1.2).  




Die Tierexperimente wurden in Zusammenarbeit mit der EPO-GmbH (Experimental 
Pharmacology & Oncology Berlin-Buch GmbH, Berlin, Deutschland) nach den 
geltenden rechtlichen und ethischen Bestimmungen durchgeführt. Die Tiere wurden in 
Gruppen mit maximal sechs Individuen gehalten. Futter und Wasser standen ad 
libidum zur Verfügung.  
 
2.7.1 Tumormodell 
Für die Etablierung von Xenotransplantat-Tumoren der humanen Melanomzelllinie 
A375, wurden 1x107 Zellen in 100 µl PBS s.c. in die Flanken von 4-6 Wochen alten 
NMRI nu/nu Mäusen injiziert. Es wurden ausschließlich Zellen in niedrigen Passagen 
und mit hoher Vitalität verwendet. Nach 4 Wochen haben sich subkutane Tumore mit 
einem Volumen von ca. 1 cm3 für die intratumorale Jet-Injektion entwickelt.  
 
2.7.2 Intratumorale Jet-Injektion 
Die Jet-Injektion wurde unter Narkose durchgeführt. Die Narkose erfolgte mit Hilfe 
einer i.p. Injektion von 400 µl Hypnomidate (2 mg/ml Etomidate, Janssen-Cilag GmbH, 
Neuss, Deutschland). Nach 10-15 Minuten wurde die intratumorale Jet-Injektion mit 
dem Swiss-Injektor (EMS) ausgeführt. Jedes Tier erhielt insgesamt 5 Jet-Injektionen á 
10 µl an 5 verschiedenen Tumorpositionen. Zu definierten Zeitpunkten wurden 
Blutproben als EDTA-Blut gesammelt. Während des gesamten Experiments wurden die 
Tiere beobachtet und Parameter wie Körpertemperatur und Körpergewicht gemessen. 
Tumor- und Organproben wurden ebenfalls zu definierten Zeitpunkten gesammelt. 
Nach zervikaler Dislokation wurden die Gewebe in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Um aus den Geweben die verschiedenen Proben 
(DNA, RNA, Protein) zu isolieren, wurden die Gewebe in Tissue-Tek O.C.T. Compound 
eingebettet und im Kryomikrotom seriell geschnitten. Die entstandenen Fraktionen 
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2.7.3 In vivo Imaging 
Für das in vivo Imaging wurde Luziferase (Glühwürmchen, P. pyralis) als Reportergen 
verwendet. Die jeweiligen Vektoren wurden äquimolar mit Hilfe der Jet-Injektion 
intratumoral in narkotisierten Tieren appliziert. Um die Luziferaseaktivität in vivo zu 
zeigen wurde den Tieren zu definierten Zeitpunkten nach Gentransfer unter Narkose 
das Substrat Luziferin (Biosynth AG, Staad, Schweiz) 200 mg pro kg Körpergewicht i.p. 
injiziert. Nach 20 Minuten Inkubation auf einer Wärmematte wurde die Lichtemmission 
in einem in vivo Imager (NightOwl LB981 NC100E, Berthold Technologies, Bad 
Wildbad, Deutschland) gemessen. Die Signalentwicklung wurde über 5 Minuten 
integriert und mit Hilfe der Software WinLight32 (Version 2.80N) analysiert.  
 
2.8 Präklinische toxikologische Untersuchung des MIDGE-Vektors 
Die präklinische Untersuchung des MIDGE-Vektors als Vorraussetzung für folgende 
klinische Untersuchungen wurden in Übereinstimmung mit den „Good Laboratory 
Practice“ (GLP) Regularien bei LABORATORY of PHARMACOLOGY and 
TOXICOLOGY (LPT, Hamburg, Deutschland) durchgeführt. Der Vektor wurde unter 
GLP-Bedingungen von Mologen hergestellt. Die Applikation des Vektors erfolgte unter 
Kurzzeitnarkose (Ketamin/ Xylazin, i.p. Injektion) in die Flanke von NMRI nu/nu 
Mäusen. Als Applikationssystem wurde der Swiss-Injector (EMS Medical) verwendet. 
Es wurden 5 Injektionen á 10 µl s.c. appliziert. Dies ergab eine Gesamtvektordosis von 
150 µg MIDGE-Vektor (technisches Limit 3 mg DNA pro ml) und 50 µg MIDGE-Vektor 
(optimale Vektorkonzentration 1 mg DNA pro ml). Der Kontrollgruppe wurde PBS 
(5 Injektionen á 10 µl) appliziert. Während der folgend 24 h wurden die Tiere intensiv 
beobachtet, um Verhaltensauffälligkeiten und Unverträglichkeitsreaktionen, die durch 
die Vektorapplikation auftreten, sofort zu erkennen. Diese Beobachtungen wurden für 
14 Tage fortgesetzt. Alle Tiere wurden mindestens einmal täglich begutachtet. Dabei 
wurden Parameter wie Augen- Haut-, Fell- und Schleimhautveränderungen, Atmung, 
Anatomie, Funktion des zentralen Nervensystems, Körpergewicht und allgemeine 
Aktivität untersucht. Am Ende des Testzeitraums von 14 Tagen wurden die Tiere getötet 





3 Ergebnisse  
 
3.1 Klinische Gentransfer-Studie 
3.1.1 Patienten 
Das Konzept der lokalen nicht-viralen Gentherapie mittels Jet-Injektion nackter 
Plasmid-DNA wurde in einer klinischen Phase I Studie bezüglich Anwendbarkeit, 
Sicherheit und Effektivität geprüft. Im Rahmen dieser klinischen Phase I 
Gentransferstudie (DeReGe 62) wurden 17 Patienten mit Metastasen des 
Mammakarzinoms oder Melanoms behandelt (Tabelle 10). Es wurde je Patient jeweils 
eine Läsion für die gentherapeutische Behandlung ausgewählt (Tabelle 11). Es wurden 
5 Jet-Injektionen mit jeweils 10 µl Volumen (1 mg Vektor-DNA/ ml) appliziert. 
Exemplarisch zeigt Abbildung 7 je eine Läsion einer Mammakarzinompatientin und 
eines Melanompatienten kurz nach Jet-Injektion (Abbildung 7 A) und 24 h nach Jet-
Injektion (Abbildung 7 B). Die Jet-Injektion wurde von 16 der 17 Patienten gut toleriert. 
Bei einem Patienten musste die Behandlung aufgrund auftretender Schmerzen nach 
drei Injektionen beendet werden. Von kleinen Blutungen abgesehen gab es keine 
Nebenwirkungen der Applikation. Die Vitalzeichen wie Atmung, Herzschlag, Blutdruck 
und Körpertemperatur und die klinischen Laborwerte änderten sich nach der Jet-
Injektion nicht. 
 
Abbildung 7: Jet-Applikation in Patiententumore  
Patiententumore eines Mammakarzinom- und Melanompatienten unmittelbar nach (A) 
und 24 h nach (B) Jet-Injektion. Die Pfeile weisen auf die Injektionsstellen. Die 














Zeit bis zur 
Resektion [d]/ 
Follow-up [Mon] 
11 82, W Brust IVii Thorax, L 3/ 18,4 
12 67, W Melanom IVii Femur, L 3/ 15,2 
13 46, M Melanom IIIc Inguinal, L 3/ 14,7 
14 49, W Brust IVii Thorax, R 5/ 14,7 
15 61, M Melanom IIIc Femur, L 4/ 14,4 
16 53, M Melanom IIIc Femur, R 6/ 13,9 
17 57, M Melanom IIIb Inguinal, L 3/ 11,5 
18 70, W Brust IVii Thorax, L 2/ 11,2 
19 85, W Melanom IIIb Crus, R 4/ 19,1 
10 73, M Melanom IIIc Femur, L 4/ 18,9 
11 57, M Melanom IIIc Femur, L 4/ 18,3 
12 75, W Melanom IIIc Femur, L 3/ 18,1 
13 83, W Melanom IIIc Femur, R 4/ 16,8 
14 66, M Melanom IIIc Inguinal, R 3/ 16,6 
15 50, M Melanom IIIc Inguinal, L 5/ 15,0 
16 71, M Melanom IIIc Inguinal, R 2/ 14,4 
17 82, W Melanom IIIb Femur, R 3/ 14,2 
Tabelle 10: Patientencharakteristika  
Abkürzungen: W weiblich, M männlich; L links, R rechts; d Tage, Mon Monate; nach [113]
  
 
Die Tumoren wurden 2-6 Tage nach Jet-Injektion gemäß den Protokollkriterien entfernt. 
Während der 4-wöchigen Beobachtungszeit zeigte kein Patient negative Symptome 
nach der Jet-Injektion. Nach Ablauf der vier Wochen waren alle Patienten unauffällig 
und auch in der anschließenden Beobachtungszeit nach Studienende zeigten sich 
keine negativen Nebeneffekte der gentherapeutischen Behandlung. Die 
patientenrelevanten Daten sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Der Karnofski-Index 
lag bei allen Patienten bei ≥80.  
 
3.1.2 Plasmid-DNA Verteilung in den Tumoren 
Im Rahmen der Gentransfer-Studie wurden die Bioverteilung und der Abbau der 
applizierten 50 µg Plasmid-DNA quantitativ analysiert. Die applizierte Vektor-DNA 
konnte in allen behandelten Tumorläsionen nachgewiesen werden. Ihre Menge 
schwankte individuell stark zwischen den verschiedenen Tumoren sowie auch 
innerhalb der jeweiligen Tumoren. Diese Unterschiede waren allerdings nicht von 

























11 00132,8 007,8 + + 46x05x05 
12 21066,1 863,0 + + 18x05x09 
13 00000<0,001 000,6 + + 54x05x25 
14 00008,9 006,4 + + 08x06x05 
15 01676,9 723,5 + + 30x10x03 
16 000000,12 000,3 + + 20x10x10 
17 000000,32 112,6 + + 20x10x08 
18 000000,17 0<0,1 + + 36x15x15 
19 00135,2 000,6 + + 44x12x06 
10 00003,1 003,8 + + 12x05x04 
11 00001,5 001,8 + + 14x05x05 
12 00001,9 0<0,1 + + 22x10x10 
13 00000,6 0<0,1 + + 34x15x07 
14 00000,6 0<0,1 + + 08x09x04 
15 00000<0,001 0<0,1 + + 16x08x05 
16 00175,8 0<0,1 + + 12x05x05 
17 00002,4 0<0,1 + + 30x10x10 
Tabelle 11: Vektornachweis und LacZ-Expression in Tumoren; nach [113]  
 
Um die detaillierte Vektorverteilung innerhalb der jeweiligen Tumore zu untersuchen, 
wurden die Läsionen seriell geschnitten (10 Schnitte á 20 µm pro Fraktion) und die 
entstandenen Fraktionen mit Hilfe von quantitativer PCR untersucht. In Abbildung 8 
werden repräsentativ die Analysen für die zwei Tumorentitäten (Mammakarzinom, 
Patient 1 und Melanom, Patient 2, Tabelle 10) gezeigt. Es konnte für alle Tumore die 
Anwesenheit der Vektoren gezeigt werden (Abbildung 8 A). Die nachgewiesene 
Vektormenge variierte stark zwischen den untersuchten Tumoren (Tabelle 11). Es 
wurden Areale mit sehr hohen Vektormengen gefunden, sowie in direkter 
Nachbarschaft dazu Areale mit geringerem Vektorgehalt. Dies galt sowohl für die 
untersuchten Mammakarzinome (Abbildung 8 B), als auch für die Melanome 
(Abbildung 8 C). Die gefundenen Vektormengen reichten von einigen ng Plasmid-DNA 
pro 250 ng Gewebe DNA bis zu wenigen fg Plasmid-DNA pro 250 ng Gewebe DNA 
(Tabelle 11). Weiterhin schwankten auch die maximalen Vektormengen, die in einer 
Tumorfraktion einer individuellen Läsion nachgewiesen wurden (Tabelle 11). Der 






Abbildung 8: Plasmid-DNA Verteilung in den jet-injizierten Tumoren  
Die Abbildung zeigt den Vektornachweis in allen 17 Patiententumoren. Die PCR-Produkte 
der Fraktionen mit der höchsten Vektormenge wurden mit Hilfe von Agarosegelen 
qualitativ nach der qPCR analysiert (A). Die Vektorverteilung innerhalb je eines 
fraktionierten Tumors der zwei untersuchten Tumorentitäten (Mammakarzinom, B; 
Melanom, C) zeigt eine diskontinuierliche Verteilung der Vektoren im Gewebe. Nach der 
qPCR wurden die PCR-Produkte wiederum mit Hilfe von Agarosegelen visualisiert. 
Abkürzungen: M Marker 100 bp, + Positiv-Kontrolle, - Negativkontrolle; Mittelwert 










3.1.3 LacZ-Nachweis auf mRNA und Proteinebene 
Neben dem Nachweis der Vektor-DNA konnte in allen 17 behandelten Tumoren die 
Expression des LacZ-Transgens quantitativ auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. 
Die Amplikons der Fraktionen mit der höchsten mRNA-Expression aller Patienten 
wurden wiederum mit Hilfe von Agarosegelen qualitativ analysiert (Abbildung 9 A). Die 
Abbildungen 9 B und 9 C zeigen die Ergebnisse der qRT-PCR repräsentativ für die 
Patienten 1 (Mammakarzinom) und 2 (Melanom) in den seriell geschnittenen Tumoren. 
Die mRNA-Menge variierte auch hier stark zwischen den verschiedenen Tumoren, wie 
auch innerhalb eines Tumors (Tabelle 11, Abbildung 9 B, 9 C). Die Analysen zeigten 
eine positive Korrelation zwischen Vektor-DNA Menge und Expressionsniveau: Die 
Fraktionen mit einer hohen Vektormenge zeigten dabei auch eine hohe 
Transgenexpression (Tabelle 11, Abbildungen 8 B, 8 C; 9 B, 9 C). Die Fraktionen in 
direkter Nachbarschaft zeigten mit sinkender Vektormenge auch eine geringere mRNA-
Expression. Darüber hinaus konnte mit Hilfe von Agarosegelen nach der qRT-PCR das 
richtige Produkt in allen analysierten Fraktionen verifiziert werden (Abbildung 9 B, 9 C). 
Zusätzlich wurde die Translation des LacZ-Proteins mit Hilfe von Western Blots in 
Fraktionen mit hoher Transgen-Transkription (Fraktionen 1-4) qualitativ gezeigt 





Abbildung 9: LacZ-Nachweis auf mRNA- und Proteinebene  
Die Abbildung fasst den LacZ-Expressionsnachweis in den 17 untersuchten Tumoren 
zusammen. Es wurden wiederum die PCR-Produkte der Fraktionen mit der höchsten 
LacZ-Expression nach qRT-PCR fraktionierter Tumore mit Hilfe von Agarosegelen 
qualitativ analysiert (A). Die mRNA-Verteilung innerhalb je eines fraktionierten Tumors der 
zwei untersuchten Tumorentitäten (Mammakarzinom, B; Melanom C) zeigte eine deutlich 
diskontinuierliche Verteilung der Transgenexpression im Gewebe. Nach der qRT-PCR 
wurden die PCR-Produkte wiederum mit Hilfe von Agarosegelen visualisiert. Es wurden 
die gleichen Fraktionen wie in Abbildung 8 verwendet. Von Fraktionen mit hoher 
Genexpression (1-4) wurde die LacZ-Proteinexpression zusätzlich im Western Blot 
gezeigt. GAPDH diente als Ladekontrolle. Abkürzungen: M Marker 100 bp, 





3.1.4 Funktionaler LacZ-Nachweis und LacZ-Verteilung im Tumorgewebe 
Für eine erfolgreiche Gentherapie ist nicht nur die Höhe der Transgenexpression von 
Interesse, sondern auch dessen Verteilung im Gewebe. Um die Verteilung der 
Transgen-positiven Zellen zu untersuchen, wurde in Tumorschnitten LacZ mit Hilfe von 
Immunhistochemie analysiert (Abbildung 10 A). Um die Funktion des Transgens 
innerhalb des Tumors zu untersuchen, wurden die Tumorfraktionen mit Hilfe des X-Gal-
Assays untersucht (Abbildung 10 B). Dabei konnte in allen Tumoren eine funktionale, 
lokal begrenzte Transgenexpression nachgewiesen werden. LacZ wurde im 
Zytoplasma nachgewiesen. Die Stärke und Verteilung der LacZ-positiven Areale 
variierte wiederum stark zwischen und innerhalb der Tumore. Die LacZ-positiven 
Areale zeigten sich als Spots innerhalb des Tumorgewebes (Abbildung 10), was die 
Ergebnisse der qPCR und qRT-PCR unterstützt (Abbildung 8 B, 9 B).  
 
 
Abbildung 10: LacZ-Nachweis im jet-injizierten Tumorgewebe  
Es konnte mit dem immunhistochemischen LacZ-Nachweis (positive Areale braun 
gefärbt) wiederum eine starke räumliche Begrenzung der Transgenexpression (A) gezeigt 
werden. Die Inserts zeigen die zytoplasmatische Vereilung des LacZ-Proteins. Die 
Funktionalität des exprimierten LacZ-Proteins wurde mit Hilfe des β-Gal-Assays (positive 
Areale blau gefärbt) nachgewiesen (B). Auch hier konnte die eng begrenzte Lokalisation 





3.1.5 Systemischer Vektorabbau im Blut 
Die systemische Verteilung und vor allem der Vektorabbau sind wichtige Parameter für 
die klinische Sicherheit der Jet-Injektion als Gentransfertechnologie. Über die 
Vaskularisierung des Tumorgewebes kann Vektor-DNA in die Blutbahn gelangen und 
potentiell systemisch verteilt werden. Die quantitative Analyse der Plasmid-DNA im Blut 
wurde zu definierten Zeiten in allen Patienten durchgeführt. In 14 der 17 Patienten 
(>80%) konnte eine identische Kinetik des Vektorabbaus nachgewiesen werden 
(Tabelle 12). Es war ein Maximum der Vektormenge 30 Minuten nach Jet-Injektion 
nachweisbar. Die nachgewiesene Vektormenge lag jedoch nur im fg-Bereich pro 
250 ng Blut-DNA (Tabelle 12). Diese Vektormenge wurde innerhalb weniger Stunden 
nahezu vollständig abgebaut. Vier Wochen nach Jet-Injektion war bei keinem der 
behandelten Patienten Vektor-DNA im Blut nachweisbar (Tabelle 12). In drei Patienten 
wurde die höchste Vektormenge im Blut nach drei bzw. 6 Stunden nach Jet-Injektion 
nachgewiesen (Tabelle 12). In Abbildung 11 ist der Vektorabbau über die Zeit 
exemplarisch für die Patienten 1 und 2 gezeigt. Die Mittelwerte des DNA-Abbaus aller 
17 Patienten bestätigen die generelle systemische Abbau-Kinetik in der  Studie 




Maximum Plasmid DNA 
[fg/ 250 ng Blut DNA] 
Zeitpunkt der maximalen 
Vektormenge im Blut [h] 
Zeit bis zum vollständigen 
Abbau [h] 
11 1169,2 0,5 >72 
12 1394,4 0,5 <24 
13 1253,0 0,5 <24 
14 1119,7 0,5 <72 
15 1100,1 0,5 <24 
16 1196,6 0,5 <72 
17 1127,3 0,3 <72 
18 1162,8 0,3 >72 
19 1141,8 0,5 <03 
10 1111,2 0,5 <03 
11 1111,7 0,5 <03 
12 1113,0 0,5 <06 
13 1886,1 0,5 <48 
14 1187,1 0,5 >72 
15 1118,2 0,6 <24 
16 8485,0 0,5 <24 
17 1251,3 0,5 <06 






Abbildung 11: Vektorabbau im Blut der Patienten 1 und 2 
Die Vektorabbau wurde im Blut der Patienten mittels qPCR untersucht. Die 
Einzelanalysen der Patienten 1 und 2 zeigten eine ähnliche Abbau-Kinetik. Die größte 
Vektormenge konnte kurz nach der Jet-Injektion nachgewiesen werden. Der vollständige 
Abbau der DNA erfolgte innerhalb weniger Stunden nach Jet-Injektion. Mittelwert 
(Duplikat) ± S.D. nach [113]  
 
 
Abbildung 12: Vektorabbau in allen Patienten 
Die mit Hilfe der qPCR nachgewiesenen DNA-Mengen der 17 Patienten zeigen eine 
vergleichbare Abbau-Kinetik in den Patienten. Nach einem Maximum der Vektormenge im 
Blut 30 Minuten nach Jet-Injektion wurde die Vektor-DNA innerhalb weniger Stunden aus 









3.1.6 Zusammenfassung Klinische Gentransfer-Studie 
Im Ergebnis zeigt diese klinische Gentransfer-Studie, dass die Jet-Injektion mit Hilfe 
des Swiss-Injectors sicher und effektiv für die humane Gentherapie eingesetzt werden 
kann. Der Gentransfer mit Hilfe nackter Plasmid-DNA ist daher prinzipiell möglich, aber 
neuartige nicht-virale Vektoren könnten die Sicherheit und vor allem die Effizienz der 
Gentherapie erhöhen. Daher wurde im Ergebnis der Studie der Schwerpunkt auf die 
Etablierung neuer, minimalistischer Vektoren im Rahmen dieser Arbeit gelegt. Die 
folgenden Kapitel widmen sich der Optimierung des Vektorsystems, um die Sicherheit, 
die Gentransfer- sowie die Expressionseffizienz zu verbessern, und so die weitere 
klinische Anwendung für die Tumorgentherapie zu realisieren.  
 
3.2 Vergleichende Expressionsanalysen neuer minimalistischer 
Vektoren 
Um die Gentransfer- und Expressionseffizienz sowie die Sicherheit der nicht-viralen 
Gentherapie zu erhöhen, wurden verschiedene minimalistische Vektoren miteinander 
und mit ihren parentalen Plasmiden verglichen. Diese Vektoren waren die Minicircle-
Konstrukte (Kapitel 1.3.1) und die MIDGE-Vektoren (Kapitel 1.3.2). Sie sind 
doppelsträngige, DNA-basierte, minimalistische Vektoren, deren Größe im Vergleich zu 
den Ausgangsplasmiden deutlich reduziert ist. Ziel bei ihrer Entwicklung war es, die 
Sequenzen außerhalb der Expressionskassette zu reduzieren, da sie für die 
Genexpression nicht benötigt werden bzw. diese negativ beeinflussen können.  
Um die Expression der neuartigen minimalistischen Vektoren in vitro zu untersuchen, 
wurden vier humane Melanom- und zwei humane Kolonkarzinomzelllinien transfiziert 
oder elektroporiert. Es wurden für alle Zelllinien identische Gentransferbedingungen 
gewählt (Kapitel 2.3.1), da ausschließlich der Einfluss der verschiedenen Vektoren auf 
das Expressionsniveau untersucht werden sollte. Für die Zelllinie A375 (Abbildung 13), 
aber auch für die weiteren fünf untersuchten Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die 
Zellen nach äquimolarem Gentransfer der minimalistischen Vektoren ein erhöhtes 







Abbildung 13: In vitro Gentransfer minimalistischer Vektoren in A375 Zellen 
Exemplarisch wird für die Zelllinie A375 die n-fache Veränderung des Luziferasesignals 
nach äquimolarem Gentransfer (Transfektion und Elektroporation) jeweils nach 12, 24 
und 48 h relativ zum Plasmid pf461 dargestellt. Die minimalistischen Vektoren Minicircle 
und MIDGE zeigten zu jedem Zeitpunkt mit beiden Transfertechniken ein höheres 


















A375 1,35±0,08 5,02±0,60 10,18±0,66 
MeWo 1,55±0,09 1,58±0,17 4,35±0,51 
SKMEL-5 3,26±0,34 5,07±0,44 12,37±2,05 
SK-MEL-28 2,35±0,27 5,93±1,06 11,87±2,10 
HCT 116 1,71±0,17 2,42±0,20 8,37±1,10 
SW480 1,81±0,17 3,65±0,62 6,13±0,53 
    








A375 1,68±0,07 4,78±0,83 8,37±1,14 
MeWo 1,41±0,08 1,21±0,17 4,45±0,44 
SKMEL-5 2,06±0,16 3,36±0,24 4,96±0,29 
SK-MEL-28 2,31±0,24 2,52±0,48 6,68±1,05 
HCT 116 1,44±0,10 1,95±0,13 6,56±0,47 
SW480 1,75±0,12 6,43±0,77 10,20±1,62 
    








A375 2,88±0,32 4,78±0,47 7,58±0,72 
MeWo 1,33±0,06 1,06±0,24 2,87±0,18 
SKMEL-5 1,51±0,06 2,20±0,13 2,90±0,16 
SK-MEL-28 1,81±0,22 1,51±0,22 4,58±0,16 
HCT 116 1,38±0,05 1,62±0,05 4,07±0,20 
SW480 1,23±0,10 5,08±0,40 8,85±1,21 
Tabelle 13: Vergleich der Expressionseffizienzen Plasmid- vs. 
minimalistischer Vektor-vermittelter Luziferaseexpression nach Transfektion  
Die Faktoren wurden relativ zum größten verwendeten Plasmid (pf461) angegeben. Das 
Luziferasesignal nach pf461-Gentransfer wurde zu jedem Zeitpunkt eins gesetzt.  
 
Nach äquimolarer Transfektion konnte mit Hilfe der Minicircle-Vektoren im Vergleich zu 
pf461 eine gesteigerte Luziferaseaktivität in allen Zelllinien nachgewiesen werden. 
Diese Steigerung lag im Bereich von bis zu 3-fach. In keinem Fall lag die 
Luziferaseexpression unter der der Plasmid-vermittelten (pf461) Expression. Da das 
Plasmid pMok-Luc bereits kleiner als pf461 ist (6,2kB vs. 4.4kB) ist, war bereits bei 
Verwendung dieses Vektors die Transgenexpression erhöht. Dieser erhöhte 
Expressionslevel konnte durch Verwendung des MIDGE-Vektors weiter um bis zu 
3-fach gesteigert werden. Wiederum war die Luziferaseexpression in keinem Fall bei 
Verwendung des minimalistischen Vektors kleiner als bei Applikation des parentalen 
Plasmids. Ein vergleichbares Bild zeigte sich bei Verwendung der Elektroporation als 




um bis zu 5-fach im Vergleich zu pf461 erhöht und in keinem Fall kleiner als bei 
Verwendung des parentalen Plasmids. Auch der MIDGE-Vektor zeigte eine erhöhte 
Transgenexpression im Vergleich zum parentalen Plasmid pMok-Luc. Vor allem bei 
Verwendung der Zelllinie A375 konnte eine starke Zunahme bis zu 50-fach der 
Luziferaseexpression nachgewiesen werden.  
Die Luziferaseexpression lag nach Transfektion zum Teil wesentlich über denen nach 
Elektroporation, vor allem bei Verwendung der zirkulären Vektoren. Erst bei 
Verwendung des MIDGE-Vektors für den Gentransfer mit Hilfe der Elektroporation 
konnte ein Expressionsniveau vergleichbar dem der Transfektion erreicht werden.
  








A375 2,19±0,07 08,44±0,71 0054,02±0,9000 
MeWo 1,68±0,25 27,10±7,82 0035,46±9,7500 
SKMEL-5 1,14±0,02 02,90±0,13 0007,26±0,0500 
SK-MEL-28 2,63±0,37 09,23±1,97 0026,43±0,8400 
HCT 116 1,08±0,06 09,07±1,34 0008,09±0,8000 
SW480 2,88±0,73 13,04±2,09 0023,90±3,0700 
    








A375 3,72±0,19 11,89±1,21 0249,42±35,790 
MeWo 1,51±0,34 13,25±3,21 0032,33±7,5400 
SKMEL-5 1,32±0,02 03,52±0,11 0011,04±0,2600 
SK-MEL-28 2,37±0,39 11,51±3,15 0035,85±2,5400 
HCT 116 1,87±0,24 09,11±2,42 0020,95±2,3400 
SW480 1,60±0,28 07,00±0,61 0035,00±7,1100 
    








A375 4,15±0,38 27,21±1,630 1574,19±349,11 
MeWo 5,08±1,46 41,96±15,35 0227,35±89,580 
SKMEL-5 1,71±0,04 03,01±0,040 0011,34±0,4400 
SK-MEL-28 1,94±0,25 10,30±3,410 0044,62±4,8200 
HCT 116 2,00±0,38 06,26±1,260 0026,38±10,360 
SW480 2,81±0,21 07,96±0,630 0054,01±8,7000 
Tabelle 14: Vergleich der Expressionseffizienzen Plasmid- vs. 
minimalistischer Vektor-vermittelter Luziferaseexpression nach Elektroporation  
Die Faktoren wurden relativ zum größten verwendeten Plasmid (pf461) angegeben. Das 




3.2.1 Zusammenfassung Vergleichende Expressionsanalysen der 
minimalistischen Vektoren 
Es konnte in den Expressionsanalysen gezeigt werden, dass die Vektorgröße die 
Expressionseffizienz (Expressionslevel) sowohl bei Transfektion als auch 
Elektroporation deutlich beeinflusst. Bei Verwendung der neuartigen minimalistischen 
Vektoren Minicircle und MIDGE konnten erhöhte Luziferasesignale im Vergleich zu den 
jeweiligen parentalen Plasmiden gemessen werden. Dies gilt für alle untersuchten 
Zelllinien. Diese Erhöhung der Luziferaseexpression blieb über die Beobachtungszeit 
von 12 h bis 48 h bestehen.  
 
3.3 Mechanismus der optimierten Expression minimalistischer 
Vektoren 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die minimalistischen Vektoren Minicircle und 
MIDGE ihren parentalen Plasmiden überlegen sind, wurde die Frage nach der Ursache 
des erhöhten Expressionsniveaus untersucht. Dazu wurden Gentransfereffizienz, 
intrazelluläre Vektorverteilung und Vektormenge sowie die Expression auf mRNA-
Ebene betrachtet. Für diese Untersuchungen wurde die humane Melanomlinie A375 
verwendet, da sie sich in den vergleichenden Expressionsanalysen (Kapitel 3.2) als 
optimal erwiesen hat.  
 
3.3.1 Vergleich der Gentransfereffizienz 
Die Gentransfereffizienz wurde mit Hilfe GFP-kodierender minimalistischer Vektoren 
und ihrer parentalen Plasmide (Kapitel 2.1) untersucht. Sie wurden wiederum 
äquimolar mit Hilfe von Transfektion und Elektroporation und den bereits 
beschriebenen Protokollen (Kapitel 2.3.1) in die Zellen eingebracht. Nach 12, 24 und 
48 h wurden die Zellen geerntet und im FACS quantitativ analysiert.  
Mit Hilfe der FACS-Analyse konnte zu den untersuchten Zeitpunkten eine leicht 
gesteigerte Gentransfereffizienz bei Verwendung der minimalistischen Vektoren 
Minicircle und MIDGE gezeigt werden (Abbildung 14). Diese Steigerung nahm über 
den Beobachtungszeitraum von 12 h bis 48 h zu und lag im Bereich von bis zu 3-fach 
für 48 h nach Transfektion (Abbildung 14) und bis zu 5-fach für 48 h nach 





Abbildung 14: Gentransfereffizienz minimalistischer Vektoren in A375 Zellen 
Exemplarisch ist für die Zelllinie A375 die n-fache Veränderung der GFP-positiven Zellen 
nach äquimolarem Gentransfer (Transfektion und Elektroporation) nach 12, 24 und 48 h 
dargestellt (pf463=1). Mit Hilfe der minimalistischen Vektoren Minicircle und MIDGE 
konnten zu jedem Zeitpunkt mehr Zellen als Transgen-positiv nachgewiesen werden. 
Abkürzungen: n.s.- Unterschied nicht signifikant, **- Unterschied sehr signifikant mit 








3.3.2 Qualitative und quantitative Analyse der Vektorakkumulation 
Auch die Menge der transferierten Vektoren kann die Genexpression beeinflussen. Um 
diese Möglichkeit zu untersuchen, wurden die verwendeten Vektoren mit Hilfe eines 
Fluoreszenzfarbstoffes (Cy3) chemisch markiert und die Zellen 12, 24 und 48 h nach 
Gentransfer mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopie und FACS analysiert. Auf diesem 
Weg kann die Vektorakkumulation auf Einzelzellniveau detailliert verfolgt werden. 
Zusätzlich wurde mit Hilfe von qPCR geprüft, wie viele Vektorkopien in den Zellkern 
gelangen, da dies entscheidend für das Niveau der Transkription in eukaryotischen 
Zellen sein kann.  
Die FACS-Analyse zeigte, dass beinahe alle Zellen Vektor-DNA enthalten. Dies gilt für 
die untersuchten Zeitpunkte 12, 24 und 48 h nach Gentransfer (exemplarisch 24 h 
nach Gentransfer, Abbildung 15). Auch die größenkorrigierte mittlere Fluoreszenz (die 
unterschiedlich großen Vektoren bringen verschiedene Mengen Cy3-Label in die 
Zellen) innerhalb einer Gentransfermethode ist zu einem gegebenen Zeitpunkt nahezu 
konstant (Abbildung 16). Dies zeigt, dass vergleichbare Vektormengen in die Zellen 
eingebracht wurden. Beim Vergleich von Transfektion und Elektroporation zeigte sich 
allerdings, dass mit Hilfe der Transfektion wesentlich mehr markierte Vektormoleküle in 
die Zellen transferiert wurden. Dies zeigte sich im FACS in der Zunahme der Cy3-
Intensität um bis zu 1,5 log-Stufen. Nach Gentransfer mit Hilfe der Elektroporation 
konnte ein Rückgang der Cy3-Fluoreszenz bereits nach 24 h beobachtet werden 
(Abbildung 16). Das weist auf einen Rückgang der intrazellulären Vektormenge hin. 
Dieser Effekt konnte sogar stärker auch 48 h nach Elektroporation beobachtet werden 
(Abbildung 16). Nach 48 h war nur noch ein fünftel des Vektorgehalts des 12 h 
Zeitpunkts vorhanden. Ein Rückgang der Cy3-Fluoreszenzintensität konnte nach 
Transfektion erst nach 48 h beobachtet werden (Abbildung 16). Der intrazelluläre 
Vektorgehalt nahm nach Transfektion innerhalb von 24 h bis 48 h und den Faktor 2 ab. 
Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnten diese Befunde bestätigt werden. In 
vektorfreien Zellen wurde keine Cy3-Fluoreszenz nachgewiesen. Es konnte in nahezu 
allen Zellen nach Gentransfer der jeweilige Cy3-markierte Vektor dargestellt werden. 
Auch hier wurde in den Zellen nach Transfektion mehr Vektor-DNA gefunden, als nach 
Elektroporation. Dies zeigte sich an einer Zunahme der Expositionszeit für Cy3 um den 
Faktor 50 in den elektroporierten Zellen zur Visualisierung der DNA. Auch der 
Rückgang der Vektormoleküle über die Zeit konnte nachvollzogen werden. Im Falle der 
Elektroporation liegt man im Bereich der Nachweisgrenze für die Cy3-Fluoreszenz, vor 





Abbildung 15: Quantitative und qualitative Analyse der Vektorverteilung 
(24 h) 
Cy3-markierte Vektor-DNA wurde äquimolar mit Hilfe von Elektroporation und 
Transfektion in die Zellen eingebracht und nach 12, 24, und 48 h analysiert. Exemplarisch 
zeigt die Abbildung die Analyse nach 24 h im FACS (A) und in der 
Fluoreszenzmikroskopie (B). Die FACS-Analyse zeigt, dass 100% der Zellen markierte 
DNA in vergleichbaren Mengen enthalten (A; E- Elektroporation, T- Transfektion, 
schwarz- Zellen ohne Vektor-DNA). Die Fluoreszenz-mikroskopische Analyse zeigt keine 
Unterschiede in der Vektorverteilung in den Zellen (B). Die Cy3-markierte DNA ist orange 
dargestellt, die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blau), das Zytoskelett wurde mit Hilfe 







Abbildung 16: Mittlere Cy3-Fluoreszenzintensität der FACS-Analysen  
Die Cy3-Fluoreszenzintensitäten der Cy3-markierten DNA können für eine relative 
Vektorquantifizierung genutzt werden. Es zeigte sich nach äquimolarer Transfektion bzw. 
Elektroporation eine vergleichbare Menge der verschiedenen Vektoren zu einem 
gegebenen Zeitpunkt in den Zellen. Die Unterschiede innerhalb der Zeitpunkte waren 
nicht signifikant. Statistische Analyse mit 1-Way-ANOVA mit Dunn´s multiple comparison 
posttest; n=2 in Duplikat  
 
Nachdem keine Unterschiede in der Vektorverteilung der jeweiligen Vektoren zwischen 
den Zellen und der intrazellulären Vektormenge nachgewiesen werden konnten, wurde 
untersucht, ob eine erhöhte Vektormenge im Zellkern nachweisbar ist. Nach 
äquimolarem Gentransfer wurden zunächst die Zellkerne und anschließend die DNA 
isoliert.   
In diesen Experimenten konnten nur geringe Veränderungen in der intranukleären 
Vektormenge nachgewiesen werden, die die Steigerung der Transgenexpression 
ebenfalls nicht erklären können (Abbildung 17). Im Falle der Elektroporation wurden 
sogar eher weniger Vektorkopien der minimalistischen Vektoren im Zellkern 
nachgewiesen, als von den parentalen Plasmiden. Insgesamt waren die Unterschiede 
in der Vektormenge im Zellkern nicht signifikant. Allerdings zeigte sich wieder der 
Unterschied der insgesamt übertragenen Vektormenge zwischen Transfektion und 
Elektroporation. Mit Hilfe der Transfektion wurden im Bereich von 102-103-Mal mehr 





Abbildung 17: Vektorakkumulation im Zellkern von A375-Zellen  
In den Zellkernen von A375-Zellen wurden nach äquimolarem Gentransfer der 
verschiedenen parentalen Plasmide und der minimalistischen Vektoren kaum 
Veränderungen der Vektorkopienzahl mit Hilfe von qPCR nachgewiesen. Statistische 
Analyse mit 1-Way-ANOVA mit Dunn´s multiple comparison posttest; n=2 in Duplikat  
 
3.3.3 Quantitative Analyse der Transgenexpression auf mRNA-Ebene 
Die Analyse der Transgentranskription sollte nun zeigen, ob die gesteigerte 
Transgenexpression auf eine erhöhte mRNA-Synthese zurückzuführen ist. Nach 
äquimolarem Gentransfer mit Hilfe von Transfektion und Elektroporation wurden die 
Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet und die Gesamt-RNA isoliert. Die 
quantitative Analyse erfolgte im LightCycler (Kapitel 2.4.3).  
Die quantitative Analyse der Transgenexpression auf mRNA-Ebene zeigte eine 
signifikante Steigerung der mRNA-Transkription bei Verwendung der minimalistischen 
Vektoren Minicircle und MIDGE verglichen mit ihren parentalen Plasmiden 
(Abbildung 18). Diese Steigerung lag im Bereich von bis zu 10-fach bei Verwendung 
der Transfektion. Wird die physikalische Gentransfermethode Elektroporation 
verwendet, so kann bei Transfer des linearen MIDGE-Vektors eine Steigerung der 
mRNA-Expression um bis zu 103-fach beobachtet werden. Auch zwischen den zwei 
verwendeten Transfermethoden wurden deutliche Unterschiede nachgewiesen. 
Während nach Transfektion mit Hilfe aller Vektoren eine relativ starke Luziferase-
Transkription nachgewiesen werden konnte, lag die Transkription nach Elektroporation 
der zirkulär geschlossenen Vektoren (pf461, MC-Luc und pMok-Luc) sehr niedrig. Erst 
bei Verwendung des linearen MIDGE-Vektors konnte eine Transkription auf dem 





Abbildung 18: Quantitative Analyse der Transgenexpression auf mRNA-
Ebene  
Nach äquimolarem Gentransfer wurde die RNA aus den Zellen isoliert und die mRNA des 
Transgens quantifiziert. Es zeigte sich eine deutliche Steigerung der mRNA-Synthese des 
Luziferase-Transgens bei Verwendung der minimalistischen Vektoren. Das 
Expressionsniveau nach Gentransfer von pf461 wurde zu jedem Zeitpunkt eins gesetzt. 
Abkürzungen: n.s.- Unterschied nicht signifikant, *- Unterschied signifikant p≤0,05, **- 
Unterschied sehr signifikant mit p≤0,01, ***- Unterschied hoch signifikant mit p≤0,001; 





3.3.4 Zusammenfassung Mechanismus der optimierten Expression 
minimalistischer Vektoren 
Die Verwendung der minimalistischen Vektoren führt zu einer Erhöhung der 
Transgenexpression. Mit Hilfe von FACS und GFP als Transgen konnte gezeigt 
werden, dass bei Verwendung von minimalistischen Vektoren mehr Zellen das 
Transgen exprimieren. Der Gentransfer von Cy3-markierter DNA und die 
anschließende Analyse mit Hilfe von FACS und Fluoreszenzmikroskopie zeigten, dass 
nahezu alle Zellen nach äquimolarem Gentransfer den Vektor in vergleichbaren 
Mengen tragen. Auch die detaillierte Analyse der Vektormenge in den Zellkernen mit 
qPCR zeigte keine Unterschiede in der intranukleären Vektorakkumulation. Es konnte 
allerdings mit allen Methoden beobachtet werden, dass nach Transfektion mehr 
Vektorkopien in den Zellen nachweisbar sind. Die Transkriptionsanalyse nach 
äquimolarem Gentransfer zeigte eine stark gesteigerte Transkription bei Verwendung 
der minimalistischen Vektoren, sowohl nach Transfektion als auch nach 
Elektroporation. Vor allem der MIDGE-Vektor zeigte eine stark erhöhte Transkription 
nach Elektroporation im Vergleich zu den zirkulär geschlossenen Konstrukten.  
Der MIDGE-Vektor zeigte die beste Performance für den transienten Gentransfer. Da in 
vivo und klinisch eine physikalische Gentransfermethode (die Jet-Injektion) Anwendung 
finden soll, wird für die folgenden in vitro und in vivo Experimente der MIDGE-Vektor 
und sein parentales Plasmid für die Expression eines therapeutischen Transgens, dem 
humanen TNFα, verwendet.  
 
3.4 In vitro Untersuchungen der MIDGE-vermittelten hTNFα-
Expression 
Der MIDGE-Vektor ist für den nicht-viralen transienten Gentransfer der optimale Vektor 
(Kapitel 3.2, 3.3). Dies konnte in vitro mit Hilfe von Reportergenkonstrukten gezeigt 
werden. Für den klinischen Einsatz sind diese Reportergene nur für sogenannte 
Markergen-Studien geeignet, da sie kein therapeutisches Potential besitzen. In dieser 
Arbeit wird der humane Tumornekrosefaktor-alpha (hTNFα) als therapeutisches 
Transgen verwendet. Im Folgenden wurde der MIDGE-Vektor im Vergleich zum 
parentalen Plasmid pMok-hTNFα untersucht. Da hTNFα allein für viele Tumormodelle, 
wie auch für Melanome, nur eine begrenzte antitumorale Aktivität besitzt, sollte es mit 
einer Chemotherapie kombiniert werden. Hierzu wurde das klinisch für die 




(Eldesine®) verwendet. Dabei wirkt hTNFα chemosensitivierend, d.h., die Wirkung des 
Chemotherapeutikums soll bei Reduktion der Zytostatikakonzentration verstärkt 
werden.  
 
3.4.1 Vergleich der in vitro hTNFα-Expression 
Es wurde zunächst geprüft, ob der MIDGE-Vektor auch mit hTNFα als Transgen dem 
parentalen pMok Plasmid überlegen ist. Hierfür wurde 96 h nach äquimolarem 
Gentransfer die sezernierte Menge hTNFα im Kulturüberstand der sechs untersuchten 
humanen Zelllinien (A375, MeWo, SKMel-5, SK-MEL-28, HCT116, SW480) mit Hilfe 
eines spezifischen ELISAs für aktives, humanes TNFα quantifiziert. Exemplarisch zeigt 
Abbildung 19 die Auswertung des hTNFα ELISAs nach äquimolarer Transfektion bzw. 
Elektroporation in A375 Melanomzellen. 
 
Abbildung 19: Vergleichender in vitro hTNFα-Gentransfer des MIDGE-
Vektors und seines parentalen Plasmids pMok-hTNFα in A375 Zellen  
Exemplarisch wird für die Zelllinie A375 die n-fache Veränderung der hTNFα-Expression 
nach äquimolarem Gentransfer (Transfektion und Elektroporation) nach 96 h dargestellt. 
Der MIDGE-Vektor zeigte auch für hTNFα ein höheres Expressionsniveau als das 
parentale Plasmid pMok-hTNFα. Abkürzungen: *- Unterschied signifikant p≤0,05, Analyse 
mit Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, n=2 in Duplikat  
 
Es wurden auch hier die bereits beschriebenen Gentransfer-Protokolle verwendet 
(Kapitel 2.3.1). Die Vektoren wurden äquimolar zueinander aber auch zu den 
Luziferase-kodierenden Vektoren eingesetzt. Sowohl für die Zelllinie A375, als auch für 
die weiteren fünf untersuchten Linien konnte eine mindestens gleich hohe 
hTNFα-Expression nach Gentransfer des parentalen Plasmids oder des MIDGE-
Vektors gezeigt werden (Abbildung 19, Tabelle 15). Nach äquimolarer Transfektion 




hTNFα als bei Verwendung des parentalen Plasmids pMok-hTNFα. Für die Zelllinie 
SK-MEL-28 konnte keine Verbesserung der hTNFα-Expression beobachtet werden. 
Die Gesamtmenge an produziertem Transgen variierte stark zwischen den 
verschiedenen Zelllinien (Tabelle 15). Nach äquimolarer Elektroporation produzierten 
fünf der sechs untersuchten Zelllinien drei bis über 70-fach mehr hTNFα als bei 
Verwendung des parentalen Plasmid pMok-hTNFα. Auch hier konnte für die Zelllinie 
SK-MEL-28 keine Steigerung der hTNFα-Expression bei Verwendung des MIDGE-
Vektors beobachtet werden.  
Auffällig ist, dass nach Elektroporation des parentalen Plasmids pMok-hTNFα nur 
vergleichsweise wenig hTNFα im Überstand nachweisbar ist. Erst bei Verwendung des 
MIDGE-Vektors produzierten die Zelllinien A375, MeWo, HCT 116 und SW480 hTNFα-
Mengen, die mit denen nach Transfektion vergleichbar sind.  
 








A375 022,16±1,73 093,53±1,40 4,22±0,06 
MeWo 098,35±5,57 205,31±23,79 2,09±0,24 
SKMEL-5 015,81±2,26 054,30±10,03 3,44±0,63 
SK-MEL-28 132,35±2,85 133,97±3,93 1,01±0,03 
HCT 116 008,25±1,28 052,94±1,17 6,42±0,14 
SW480 000,42±0,02 003,18±0,05 7,53±0,12 
    








A375 00,19±0,02 14,95±0,43 77,46±2,24 
MeWo 02,47±0,10 50,25±2,83 20,33±1,14 
SKMEL-5 01,97±0,29 06,85±1,82 03,48±0,92 
SK-MEL-28 14,38±0,90 14,93±0,33 01,04±0,02 
HCT 116 00,61±0,04 06,45±0,10 10,63±0,17 
SW480 00,21±0,01 04,26±0,08 20,67±0,40 
Tabelle 15: Vergleich der Expressionseffizienzen Plasmid- vs. MIDGE-Vektor-
vermittelter hTNFα-Expression nach äquimolarem Gentransfer  
 
3.4.2 In vitro Analyse der hTNFα-vermittelten Chemosensitivierung 
Es konnte gezeigt werden, dass der MIDGE-Vektor in vitro auch mit hTNFα als 
Transgen zu einer erhöhten Expression führt. Es wurde nun in vitro untersucht, ob 
diese Steigerung der hTNFα-Expression auch zu einer Erhöhung der 




(Chemosensitivierung). Dafür wurde die Zelllinie A375 wiederum äquimolar transfiziert 
bzw. elektroporiert. Die Vindesinapplikation (Kapitel 2.3.2) wurde 24 h nach 
Gentransfer begonnen. Insgesamt 96 h nach Gentransfer wurde die Zellvitalität mit 
Hilfe des MTT-Assays analysiert (Abbildung 20, Tabelle 16).  
 
 
Abbildung 20: In vitro Chemosensitivierung der Zelllinie A375  
Exemplarisch zeigt die Abbildung die MTT-Zytotoxizitätstests 96 h nach hTNFα-
Gentransfer (72 h nach Vindesingabe). Als Kontrolle diente die Zelllinie A375 ohne 
Gentransfer. Die schwarze Linie markiert den IC50 (Rückgang der Zellvitalität auf 50% der 
Kontrolle). Abkürzungen: Ko- keine Behandlung, 0- nur Gentransfer (Kontrolle ohne 
Gentransfer) ohne Vindesinbehandlung; n=2 in Triplikat; Mittelwert relativ zu Ko ± S.E.  
 
 
Abbildung 21: Veränderung der IC50-Werte für Vindesin nach hTNFα-
Gentransfer in A375 Melanomzellen  
Ausgehend von den Messungen des MTT-Assays (Abbildung 20) wurde der IC50-Wert 
bestimmt. Dargestellt wird in der Abbildung die Veränderung des IC50 relativ zur 
unbehandelten Kontrolle. Abkürzungen: n.s.- Unterschied nicht signifikant, ***- 
Unterschied hoch signifikant mit p≤0,001; Analyse mit 1-Way-ANOVA mit Bonferroni´s 





Mit Hilfe des MTT-Assays zur Zellvitalitätsmessung konnte nach äquimolarem 
Gentransfer von hTNFα-kodierenden Vektoren eine Reduktion des IC50 für Vindesin in 
allen Zelllinien nachgewiesen werden. Diese Reduktion lag im Bereich von 1,2- bis 
5-fach (Abbildung 21, Tabelle 16) im Vergleich zur entsprechenden Zelllinie ohne 
hTNFα-Gentransfer. Dabei ist die stärkste Reduktion für die humanen 
Melanomzelllinien A375 und MeWo zu beobachten. Für alle Zelllinien spielte die 
Menge an sezerniertem hTNFα nur eine untergeordnete Rolle für die 
Chemosensitivierung. Selbst nach Elektroporation des parentalen Plasmids pMok-
hTNFα, die zu teilweise sehr geringen Konzentrationen an hTNFα führte (Tabelle 15), 
reichte die Menge an hTNFα dennoch aus, um eine Chemosensitivierung wie nach 
Gentransfer des MIDGE-Vektors zu erreichen (Tabelle 16). Die Menge an hTNFα ist in 
vitro also kein limitierender Faktor, wenn ein ausreichend hohes Expressionslevel 
erreicht ist, da das sezernierte hTNFα frei im Medium diffundieren kann. Dies wird 
später auch in vivo getestet, da diese freie Verfügbarkeit des hTNFα im Tiermodell 
nicht gegeben sein muss.  
                                         Transfektion 






IC50 n-fach ohne 
hTNFα vs +hTNFα 
A375 0,81±0,09 0,18±0,04 0,21±0,05 0,24±0,06 
MeWo 2,22±0,69 0,43±0,03 0,39±0,03 0,19±0,01 
SKMEL-5 0,27±0,02 0,13±0,02 0,20±0,01 0,64±0,07 
SK-MEL-28 0,83±0,11 0,64±0,06 0,58±0,04 0,74±0,06 
HCT 116 0,65±0,03 0,43±0,04 0,47±0,04 0,69±0,06 
SW480 0,35±0,04 0,27±0,03 0,31±0,02 0,84±0,08 
     
                                       Elektroporation 






IC50 n-fach ohne 
hTNFα vs +hTNFα 
A375 0,71±0,06 0,29±0,02 0,28±0,01 0,40±0,02 
MeWo 2,55±0,70 0,57±0,04 0,48±0,04 0,21±0,02 
SKMEL-5 0,20±0,01 0,18±0,01 0,18±0,01 0,88±0,05 
SK-MEL-28 0,83±0,11 0,55±0,07 0,72±0,07 0,77±0,08 
HCT 116 0,66±0,04 0,51±0,03 0,41±0,03 0,69±0,05 
SW480 0,28±0,04 0,18±0,03 0,18±0,03 0,63±0,11 
Tabelle 16: Vindesin IC50 der untersuchten Zelllinien mit und ohne hTNFα-
Gentransfer:  
Die n-fache Veränderung des IC50 wurde als Mittelwert der hTNFα-behandelten Zellen 




3.4.3 Mechanismus der erhöhten Vindesinzytotoxizität durch 
Chemosensitivierung mit hTNFα-Gentransfer 
Die Menge an sezerniertem hTNFα war nach Gentransfer des Plasmids vor allem bei 
Verwendung der Elektroporation wesentlich geringer als nach Transfer des MIDGE-
Vektors (Tabelle 15). Trotzdem war die Wirkung des Vindesins in nahezu identischem 
Maße verstärkt (Tabelle 16). Es genügen also schon Mengen von minimal 0,19pg 
hTNFα/ ml, um die Zellen gegenüber einer Behandlung mit Vindesin zu sensitivieren. 
Im Folgenden wurde untersucht, welcher Mechanismus zu dieser Chemosensitivierung 
führt. Zunächst wurde untersucht, ob Nekrose verstärkt initiiert wird, die sich z.B. in der 
Freisetzung der Laktatdehydrogenase (LDH) widerspiegeln würde. Darüber hinaus 
wurde auch die Möglichkeit der Apoptoseinduktion über die Analyse der Aktivierung der 
Initiator-Caspasen 8, 9 und Effektor-Caspasen 3 und 7 detailliert untersucht.  
 
3.4.3.1 Nekrosenachweis durch Analyse der LDH-Freisetzung 
Die Freisetzung von LDH ist ein Hinweis auf den Ablauf von Nekroseprozessen 
(Kapitel 1.5). Während der Nekrose wird die Plasmamembran geschädigt und 
zytoplasmatische Enzyme werden in das Medium freigesetzt. Der LDH-Nachweis im 
zellfreien Medium erfolgte wie in Kapitel 2.3.4 beschrieben nach äquimolarer 
Transfektion bzw. Elektroporation. Der Gentransfer fand 24 h vor der 
Vindesinbehandlung statt.  
 
 
Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf der LDH-Freisetzung nach Behandlung von 
A375 Zellen mit Vindesin in vitro  
Die LDH-Freisetzung wurde im zellfreien Kulturüberstand von A375-Zellen zu den 
angegebenen Zeitpunkten nach Vindesinbehandlung (c=IC50, Kapitel 3.4.2) gemessen. Die 
Kontrollzellen (Kontrolle) blieben ohne Gentransfer. Als Positivkontrolle (pos.) dienten 1x104 
unbehandelte, lysierte Zellen. Dargestellt ist die LDH-Freisetzung nach Vindesingabe relativ 




Es konnten mit Hilfe des LDH-Assays nur sehr geringe Mengen LDH im 
Zellkulturüberstand nachgewiesen werden (Abbildung 22). Diese Aussage wird durch 
die 20-fache LDH-Freisetzung nach Lyse von 1x104 Zellen gestützt. Diese Zellzahl 
wurde zu Beginn des Experiments eingesetzt. Auf diesem niedrigen Niveau gab es 
keine Zunahme an LDH über einen Zeitraum von 96 h. Dies weist auf das Fehlen von 
Nekrose in vitro nach Kombination von hTNFα-Gentransfer und Vindesinbehandlung 
hin.  
 
3.4.3.2 Nachweis von Apoptose durch Analyse der Caspase-Aktivierung 
Caspasen sind Schlüsselenzyme während des programmierten Zelltods (Apoptose). 
Die Aktivierung von Initiator-Caspasen führt im Folgenden zur Aktivierung von Effektor-
Caspasen (Kapitel 1.5). Es wurde die Aktivität der Initiator-Caspasen 8 und 9 und der 
Effektor-Caspasen 3 und 7 untersucht.  
Die Aktivierung der Initiator-Caspasen 8 und 9 und die der Effektor-Caspasen 3 und 7 
ist ein deutlicher Hinweis auf die Initiation von Apoptoseprozessen. Der Gentransfer 
von hTNFα allein führte nicht zu einer Aktivierung dieser Caspasen. Wird allerdings der 
Gentransfer mit der Behandlung durch Vindesin kombiniert, so werden diese Caspasen 
deutlich aktiviert (Abbildung 23 A, B, Abbildung 24). Dabei werden die Initiator-
Caspasen 8 und 9 12 h nach Beginn der Vindesinbehandlung und ca. 12 h vor den 
Effektor-Caspasen 3 und 7 aktiviert. Die Aktivität der Caspasen 8 und 9 ist 16 h nach 
Vindesingabe maximal und liegt nach Transfektion höher als nach Elektroporation 
(Abbildung 23 A, B). Bereits 24 h nach Beginn der Vindesinbehandlung geht die 
Aktivität der Caspasen 8 und 9 zurück, da der Zellinhalt bereits degradiert wird. Ohne 
hTNFα-Gentransfer ist die Aktivierung der Initiator-Caspasen deutlich reduziert. Sie 
steigt maximal um das 3-fache 16 h nach dem Beginn der Vindesinbehandlung.  
Die Effektor-Caspasen 3 und 7 wurden 24 h nach Beginn der Vindesinbehandlung 
durch die Initiator-Caspasen 8 und 9 aktiviert (Abbildung 24). Ihre Aktivität stieg in den 
folgenden 48 h noch weiter an. Ohne Gentransfer war diese Aktivitätssteigerung um 






Abbildung 23: Aktivierung der Initiator-Caspasen 8 und 9  
Die Vindesinbehandlung wurde 24 h nach äquimolarem hTNFα-Gentransfer begonnen. Die 
Aktivität der Caspasen wurde in Zelllysaten zu den angegebenen Zeitpunkten analysiert. Die 
Caspaseaktivität war für die vier untersuchten Bedingungen am Beginn der Vindesinbehandlung 
(c=IC50) nahezu identisch. Dargestellt wird die Zunahme der Caspaseaktivität relativ zum 
Zeitpunkt 0 h nach Vindesingabe. n=2 in Duplikat; Mittelwert ± S.E. 
 
Abbildung 24: Aktivierung der Effektor-Caspasen 3 und 7  
Die Behandlung der Zellen erfolgte wie bei der Analyse der Caspasen 8 und 9. Diese Caspasen 
aktivieren die Caspasen 3 und 7. Die Messung erfolgte im Zellkulturüberstand. Die Aktivierung 
der Caspasen 3 und 7 beginnt nach 24 h in den Zellen mit hTNFα-Gentransfer. Nach 48 h steigt 
auch die Aktivität der Caspasen 3 und 7 in den Zellen ohne hTNFα-Gentransfer. n=2 in 




3.4.4 Zusammenfassung der in vitro Untersuchungen der MIDGE-
vermittelten hTNFα-Expression 
Nachdem sich der MIDGE-Vektor in den Reportergenstudien als optimal erwiesen hat, 
wurde sein therapeutisches Potential in vitro untersucht. Dabei wurde als Transgen das 
klinisch relevante hTNFα verwendet. Auch der hTNFα-kodierende MIDGE-Vektor 
erwies sich seinem parentalen Plasmid auf der Ebene der Proteinproduktion als 
überlegen. Nach äquimolarer Transfektion lag die Menge an sezerniertem Transgen für 
fünf der untersuchten Zelllinien nach Transfer des MIDGE-Vektors über der des 
parentalen Plasmids. Diese Steigerung lag im Bereich von 2- bis 7-fach (Tabelle 15). 
Für die Zelllinie SK-MEL-28 wurde keine Steigerung der sezernierten hTNFα-Menge 
beobachtet.  
Nach äquimolarer Elektroporation konnte für 5 der 6 untersuchten Zelllinien eine 
Steigerung von sezerniertem hTNFα beobachtet werden. Sie lag im Bereich von 3- bis 
über 70-fach (Tabelle 15). Für die Zelllinie SK-MEL-28 konnte keine Steigerung der 
hTNFα-Expression beobachtet werden.  
Die Menge an sezerniertem hTNFα lag nach Transfektion in der Regel über der nach 
Elektroporation (Tabelle 15).  
Durch den Gentransfer von hTNFα konnte in vitro die Sensitivität gegenüber dem 
Chemotherapeutikum Vindesin gesteigert werden (Tabelle 16). Dabei spielte die 
Menge an exprimiertem hTNFα keine Rolle. Der IC50 von Vindesin konnte um bis zu 
5-fach gesenkt werden.  
Mit Hilfe des negativen LDH-Nachweises nach hTNFα-Gentransfer in Kombination mit 
Vindesin konnte die Nekrose als Ursache für die verstärkte Vindesinwirkung 
ausgeschlossen werden (Abbildung 22). Durch die Analyse der Caspase-Aktivierung 
konnte gezeigt werden, dass nach hTNFα-Gentransfer in Kombination mit Vindesin die 
Aktivität der Caspasen 8 und 9, bzw. 3 und 7 früher zunimmt, als nach 







3.5 In vivo Untersuchungen des therapeutischen Potentials der 
MIDGE-Vektoren 
Im Kapitel 3.4 konnte in vitro gezeigt werden, dass die Kombination von hTNFα und 
Vindesin ein klinisch relevantes therapeutisches Potential besitzt. Im Folgenden wird 
untersucht, ob auch in vivo der MIDGE-Vektor seinem parentalen Plasmid auf der 
Genexpressionsebene überlegen ist, wie sich der MIDGE-Vektor systemisch im 
Tiermodell verteilt und wie der MIDGE-Vektor intratumoral abgebaut wird. Darüber 
hinaus werden Sicherheitsaspekte im Rahmen einer präklinischen Untersuchung 
analysiert. Ferner wird geprüft, ob die Chemotherapie mit Vindesin auch in vivo durch 
den hTNFα-Gentransfer optimiert werden kann. 
3.5.1 Expression des therapeutischen Transgens hTNFα in vivo 
Nachdem in vitro gezeigt werden konnte, dass die Chemotherapie mit Vindesin durch 
eine Kombination mit hTNFα-Gentransfer optimiert werden kann, sollte dies auch in 
vivo getestet werden. Zunächst wurde geprüft, ob auch in vivo der MIDGE-Vektor 
seinem parentalen Plasmid auf Genexpressionsebene überlegen ist. Hierzu wurden 
NMRI Nacktmäuse (NMRI nu/nu) humane A375 Melanomzellen subkutan in die Flanke 
injiziert. Innerhalb von 4 Wochen entwickelten sich Tumore. Der Gentransfer erfolgte 
mit Hilfe der Jet-Injektion unter Narkose mit äquimolaren Mengen von pMok-hTNFα 
und MIDGE-hTNFα. Die Tumore wurden 24 h nach Gentransfer entnommen, 
schockgefroren und anschließend aufgearbeitet, um RNA und Gesamtprotein zu 
isolieren (Kapitel 2.4.1, 2.4.7). Weiterhin wurde die Zeit- und Dosisabhängigkeit der 
hTNFα-Expression nach Jet-Injektion des MIDGE-Vektors in diesem in vivo Modell 
untersucht.  
Der äquimolare physikalische Gentransfer des parentalen Plasmids pMok-hTNFα und 
des MIDGE-Vektors mit Hilfe der Jet-Injektion zeigte auch in vivo die Überlegenheit des 
MIDGE-Vektors (Abbildung 25). Auf mRNA-Ebene konnte nach Gentransfer des 
MIDGE-Vektors eine signifikante, im Vergleich zum parentalen Plasmid um bis über 
25-fach gesteigerte Transkription des verwendeten hTNFα in qRT-PCR-Assays 
nachgewiesen werden (Abbildung 25 A). Auch auf der Proteinebene konnte in diesem 
Modell eine deutliche, signifikante Steigerung der Transgenexpression mit Hilfe von 





Abbildung 25: Vergleichende quantitative hTNFα-Expressionsanalyse in vivo 
Die Analyse der relativen hTNFα-Expression auf mRNA-Ebene nach intratumoralem 
Gentransfer mit qRT-PCR zeigte eine starke Erhöhung der relativen Transgenexpression 
bei Verwendung des MIDGE-Vektors (A). Angegeben ist das Verhältnis von 
hTNFα/ G6PDH. Auch auf Proteinebene konnte eine deutlich gesteigerte hTNFα-Menge 
im Tumor mit einem spezifischen ELISA nachgewiesen werden (B). Darstellung relativ zu 
pMok-hTNFα als Mittelwerte ± S.E. mit pMok-hTNFα=1; n=5 Tiere in Duplikat gemessen, 
statistische Analyse mit Wilcoxon-Mann-Whitney-Test; Abkürzungen: **- Unterschied sehr 
signifikant mit p≤0,01, ***- Unterschied hoch signifikant mit p≤0,001  
 
Für eine klinische Anwendung des transienten Gentransfers in Kombination mit einem 
Chemotherapeutikum ist neben der Expressionshöhe auch die Dauer der 
Transgenexpression entscheidend. In Abbildung 26 wird die Zeit- und 
Dosisabhängigkeit der hTNFα-Expression nach Jet-Injektion des MIDGE-Vektors 
zusammengefasst. Es konnte eine signifikante Zeit- und Dosisabhängigkeit gezeigt 
werden. Mit steigender Vektormenge nahm auch die im ELISA nachweisbare Menge 
an hTNFα zu. Auch über die Zeit war bei Verwendung von höheren Vektordosen mehr 
hTNFα nachweisbar. Dabei sank die Transgenmenge bei Verwendung der kleinsten 
Dosis bereits innerhalb von 7 Tagen auf das Hintergrundniveau, bei Verwendung der 
für die Jet-Injektion optimalen Dosis (1 µg Vektor/ µl; ergibt 50 µg Gesamtvektordosis) 
und der technisch realisierbaren Maximaldosis (3 µg Vektor/ µl; ergibt 150 µg 
Gesamtvektordosis) konnte das hTNFα auch noch nach 7 Tagen im ELISA detektiert 
werden. Nach Ablauf von zwei Wochen war in allen Tieren hTNFα nur noch auf 
Hintergrundniveau im ELISA nachweisbar. Neben der intratumoral produzierten Menge 
hTNFα wurde auch untersucht, ob sich das Protein über die Blutzirkulation systemisch 
verteilt. Bei Verwendung eines hochsensitiven ELISAs konnte zu keinem Zeitpunkt für 






Abbildung 26: Zeit- und Dosisabhängigkeit der MIDGE-vermittelten 
intratumoralen hTNFα-Expression in vivo  
Die Zeit- und Dosisabhängigkeit der Transgenexpression in vivo wurde durch Gentransfer 
von steigenden Mengen MIDGE-Vektor untersucht. Mit steigender Vektormenge konnte 
auch eine gesteigerte Menge hTNFα nachgewiesen werden. Die Menge an exprimiertem 
Transgen war 24 h nach Gentransfer am größten und nahm über den 
Beobachtungszeitraum ab. Es konnte ein signifikanter (p≤0,05) Einfluss der Vektordosis 
und ein sehr signifikanter (p≤0,01) Einfluss der Zeit nachgewiesen werden. Analyse mit 
zweifaktorieller ANOVA, n=5 in Duplikat  
 
3.5.2 Zeit- und Dosisabhängigkeit der intratumoralen und systemischen 
Verteilung des MIDGE-Vektors nach Jet-Injektion 
Um die Sicherheitsparameter Vektorverteilung und Vektorabbau zu untersuchen, wurde 
der MIDGE-Vektor NMRI nu/nu Tieren intratumoral in drei verschiedenen Dosen mit 
der Jet-Injektion appliziert. Zu definierten Zeitpunkten wurden Tiere getötet und 
Organe, Blut- und Tumorproben gesammelt, um die intratumorale und systemische 
Vektorverteilung über die Zeit zu verfolgen (Kapitel 2.5.1).  
Die intratumorale Jet-Injektion in A375 Tumore wurde von den Tieren gut toleriert. Als 
Sicherheitsfragen spielen Vektorverteilung und Vektorabbau eine wichtige Rolle für 
eine klinische Anwendung. Der intratumorale Vektorabbau ist in Abbildung 27 für den 
Zeitraum von 3- 14 Tagen nach Jet-Injektion gezeigt. Für die drei untersuchten 
Vektordosen gilt, dass bereits drei Tage nach Jet-Injektion weniger als 1% der 
ursprünglich applizierten Vektormenge im Tumor nachweisbar war. Sieben Tage nach 
Jet-Injektion waren nur noch sehr geringe Mengen Vektor-DNA im Tumor nachweisbar. 





Abbildung 27: intratumoraler Vektorabbau  
Die subkutan gewachsenen Tumore wurden mit drei verschiedenen Dosen MIDGE-Vektor 
behandelt und zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen. Sieben Tage nach Gentransfer 
waren nur noch sehr geringe Mengen Vektor-DNA nachweisbar, nach 14 Tagen war der 
intratumorale Vektorabbau abgeschlossen. Dargestellt ist der Mittelwert aus n=5 Tieren ± S.E.
  
Der schnelle systemische Abbau der Vektor-DNA konnte bereits in der klinischen 
Gentransferstudie mit Plasmid-Vektoren gezeigt werden (Kapitel 3.1.5). Auch in diesem 
Mausmodell konnte bei Verwendung der MIDGE-Vektoren diese schnelle Abbau-
Kinetik beobachtet werden. Bereits drei Tage nach Gentransfer waren im Blut und in 
den Organen keine MIDGE-Vektoren nachweisbar.  
 
3.5.3 Kombination von hTNFα-Gentransfer mit Chemotherapie in vivo 
Abschließend wurde die Kombinationstherapie mit Vindesin und hTNFα-Gentransfer in 
vivo getestet. Es wurden wiederum NMRI nu/nu Tiere mit humanen A375-Tumoren 
verwendet. Die Tumore wuchsen innerhalb von 30 Tagen nach subkutaner Injektion der 
A375-Zellen auf die benötigte Größe heran. Die Behandlung mit Vindesin (1 mg/kg 
Körpergewicht) erfolgte durch eine Injektion in die Schwanzvene (i.v.) 24 h nach 
Gentransfer durch Jet-Injektion. Die Tumorgrößen, sowie Körpergewicht und 





Abbildung 28: Chemosensitivierung in vivo  
Für die Kombination von hTNFα-Gentransfer und Vindesinbehandlung wurden erneut subkutan 
gewachsene A375 Tumore verwendet. Der Gentransfer mit Jet-Injektion erfolgte an Tag 30 und 
36, die i.v. Injektion von Vindesin erfolgte jeweils 24 h nach Gentransfer. Bei Verwendung des 
MIDGE-Vektors in Kombination mit der Vindesinbehandlung konnte eine signifikante Hemmung 
des Tumorwachstums beobachtet werden (A). Diese Hemmung resultierte in einer 2-fachen 
Erhöhung der Tumorverdopplungszeit (B). Dargestellt wurde der Mittelwert aus 
n=5 Tieren ± S.E.; Analyse mit 1-Way ANOVA mit Dunn´s multiple comparison posttest (ohne 
Behandlung gegen jede der verschiedenen Behandlungen).  
 
Für die in vivo Therapie von A375 Tumoren im Mausmodell durchliefen die Tiere zwei 
Behandlungszyklen aus nicht-viralem hTNFα-Gentransfer mit Jet-Injektion und 
Vindesinbehandlung in aufeinanderfolgenden Wochen. Vor Beginn des Gentransfers 
wurden die Tiere zufällig in Gruppen aufgeteilt. Wie in Abbildung 26 gezeigt, ist die 
Transgenexpression 24 h nach Gentransfer im höchsten, sodass dieser Zeitpunkt für 
die Vindesinbehandlung durch i.v. Injektion gewählt wurde. Eine Woche später erfolgte 
der zweite Behandlungszyklus. Am Ende des Versuchszeitraums konnte ein deutlich 
verzögertes Tumorwachstum nach hTNFα-Gentransfer in Kombination mit der 
Vindesinbehandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beobachtet werden 
(Abbildung 28 A). Die Tumore in dieser Gruppe waren ebenfalls kleiner als die Tumore 
der anderen behandelten Gruppen, allerdings war dieser Unterschied aufgrund der 
kleinen Gruppen und relativ großen Schwankungen im Tumorwachstum nicht 
signifikant. Die Verdopplungszeit des Tumorvolumens lag für alle Tiere außer denen 
der MIDGE/Vindesin-Gruppe im Bereich von 7-8 Tagen. Bei Behandlung der Tiere mit 
intratumoraler Jet-Injektion in Kombination mit i.v. Injektion von 1 mg Vindesin / kg 
Körpergewicht stieg diese Verdopplungszeit signifikant auf über 13 Tage 




3.5.4 Präklinische Toxizitätsuntersuchung des MIDGE-Vektors 
Die Untersuchung der MIDGE-Vektortoxizität in vivo erfolgte im Laboratory of 
Pharmacology and Toxicology (LPT) Hamburg. Sie wurde unter GLP-Bedingungen 
durchgeführt.  
Es wurden pro Vektordosis je fünf männlichen und weiblichen NMRI nu/nu Tieren je 
fünf Injektionen des MIDGE-Vektors mit Hilfe des Jet-Injektors verabreicht. Dabei 
erhielten die Tiere entweder 50 µg oder 150 µg Vektor-DNA subkutan injiziert. Diese 
Vektormengen wurden ausgewählt, da sich 50 µg Vektor (entspricht 5x10 µl Vektor mit 
einer Konzentration von 1 µg/µl) als optimal erwiesen haben, und 150 µg (entspricht 
5x10 µl Vektor mit einer Konzentration von 3 µg/µl) das derzeit technische Maximum in 
Produktion und Applikation der Vektoren darstellen. Zusätzlich wurde einer 
Kontrollgruppe PBS injiziert. Die subkutane Injektion mit Hilfe der Jet-Injektion näherte 
sich der geplanten klinischen Applikationsform an. Nach der Jet-Injektion wurden die 
Tiere über den Testzeitraum von 14 Tagen regelmäßig auf Veränderungen in Verhalten, 
allgemeinen Vitalfunktionen und Körpergewicht kontrolliert und dokumentiert.  
Unter diesen Testbedingungen konnten keine toxischen Effekte beobachtet werden. 
Leichte Blutungen direkt nach der Jet-Injektion konnten schnell gestillt werden. Alle 
Tiere waren nach Ablauf des Testzeitraums am Leben, so dass kein LD50 bestimmt 
werden konnte (LD50>150 µg MIDGE-Vektor). Zwei der dreißig Tiere zeigten eine leicht 
verringerte Körpergewichtszunahme, ein weiteres Tier zeigte eine verkleinerte Niere. 
Diese Veränderungen lagen allerdings im Rahmen der normalen Variabilität dieser 
Tiere und sind nicht vektor- oder applikationsbedingt. Daneben wurden keine 
Veränderungen in Verhalten, Vitalfunktionen, Körpergewicht oder Anatomie festgestellt. 
 
3.5.5 Zusammenfassung in vivo Untersuchungen des therapeutischen 
Potentials der MIDGE-Vektoren 
Es konnte in den Kapiteln 3.2, 3.3 gezeigt werden, dass der MIDGE-Vektor auf 
Genexpressionsebene anderen nicht-viralen Vektoren und seinem parentalen Plasmid 
überlegen ist. Daneben zeigt dieser Vektor aufgrund seiner maximal reduzierten Größe 
und der daraus resultierenden Reduktion von genetischem Material außerhalb der 
Expressionskassette ein optimiertes Sicherheitsprofil. Die Verwendung dieses Vektors 
wurde in diesem Kapitel vergleichend präklinisch in vivo untersucht.  
Es konnte mit Hilfe von qRT-PCR und ELISA gezeigt werden, dass nach äquimolarem 




verwendete Transgen hTNFα als auch die Menge an translatiertem hTNFα-Protein 
signifikant gesteigert wurde (Abbildung 25). Es bestand eine eindeutige Zeit- und 
Dosisabhängigkeit der Transgenexpression (Abbildung 26). Weiterhin wurde mit qPCR 
ein schneller Abbau der intratumoralen Vektor-DNA innerhalb von 7-14 Tagen nach 
Gentransfer nachgewiesen (Abbildung 27). Die Transgenexpression folgte dieser 
Abbau-Kinetik. In den Organen und Blutproben wurde bereits drei Tage nach 
Gentransfer keine Vektor-DNA in der qPCR gefunden. Auch bei Verwendung eines 
hochsensitiven ELISAs konnte in den Blutproben zu keinem Zeitpunkt hTNFα 
nachgewiesen werden (Kapitel 3.5.1). In einem Therapieversuch konnte auch in vivo 
gezeigt werden, dass die Kombination von MIDGE-hTNFα-Gentransfer in Kombination 
mit Vindesin-Chemotherapie zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums 
führt (Abbildung 28). Abschließend wurde unter kontrollierten, GLP-konformen 
Bedingungen gezeigt, dass die Anwendung des MIDGE-Vektors in Kombination mit der 
Jet-Injektion in vivo im Mausmodell sicher ist (Kapitel 3.5.4).  
 
3.6 Ausblick 
3.6.1 Stabile Expression mit Hilfe der Sleeping Beauty Transposase 
In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass der MIDGE-Vektor 
Transfereffizienz und Transgenexpression steigern kann. Allerdings führt die 
Verwendung dieses Vektors nur zu einem transienten Gentransfer, da u.a. lineare 
Konstrukte nicht vollständig repliziert werden können und kein Mechanismus für eine 
zuverlässige Verteilung an die Tochterzellen existiert. In diesem Kapitel wird eine 
Möglichkeit vorgestellt, wie der MIDGE-Vektor mit einer genomischen Integration 
kombiniert werden kann, um eine stabile Langzeitexpression des Transgens zu 
ermöglichen. Dazu wird das Sleeping Beauty Transposase/Transposon-System 
verwendet.  
 
3.6.1.1 Generierung der Sleeping Beauty MIDGE-Vektoren 
Die MIDGE-Vektoren wurden aus den entsprechenden parentalen Plasmiden 
(Tabelle 4) wie in Kapitel 2.1.1.1 beschrieben, generiert. Die Synthese setzte sich aus 
verschiedenen enzymatischen Reaktionen und Reinigungsschritten zusammen. Als 






Abbildung 29: Gelelektrophorese der Sleeping Beauty Plasmid- und MIDGE-
Vektoren  
Um die Größenunterschiede der parentalen Plasmide und der daraus hergestellten 
MIDGE-Vektoren zu visualisieren, wurden sie mit Hilfe eines 1%-igen Agarosegels nach 
ihrer Größe aufgetrennt. Die Plasmide wurden mit EcoRI linearisiert. Man erkennt die 
signifikante Reduktion des MIDGE-Vektors im Vergleich zum parentalen Plasmid.  
 
Es konnten erfolgreich MIDGE-Vektoren mit dem Sleeping Beauty Transgen und der 
für die Transposition benötigten Transposonstruktur aus einer Expressionskassette, die 
von „inverted repeats“ flankiert wird, generiert werden. Das Plasmid pt2-caggs-
amaxaGFP wurde von 5,6 kb auf 2,7 kb des MIDGE-Vektors reduziert, das Plasmid 
pCMV(CAT)T7-SB100X wurde von 4,9 kb auf 2,3 kb verkleinert. (Abbildung 29). Die 
MIDGE-Vektoren sind gegenüber einer Behandlung mit Exonuklease III stabil, was auf 
die erfolgreiche Versiegelung der Enden mit den Loops hinweist.  
 
3.6.1.2 In vitro Gentransfer der Transposase/Transposon- tragenden Vektoren 
Es ist nicht bekannt, ob die Sleeping Beauty Transposase MIDGE-Transposons als 
Substrat akzeptiert. Das Fehlen von flankierenden Sequenzen außerhalb des 
eigentlichen Transposons könnte sich negativ auf die Enzymaktivität auswirken. Um 
dies zu testen, wurden Plasmid- und MIDGE- basierte Transposons zusammen mit 
MIDGE-Transposase-Vektoren transfiziert. Zu definierten Zeitpunkten wurde geprüft, 
wie viele Transgen(GFP)-positive Zellen in den Kulturen zu finden sind.  
Die Sleeping Beauty Konstrukte wurden äquimolar transfiziert. 10% der verwendeten 
Transposonkopien wurden von den Transposase MIDGE-Vektoren ko-transfiziert. Eine 
Woche nach Gentransfer wurden die GFP-positiven Zellen mit FACS isoliert 




konnten ohne Transposase nur sehr wenige GFP-positive Zellen isoliert werden 
(Abbildung 30 A FACS, Abbildung 30 B Mikroskopie). Bei Verwendung des Plasmid-
basierten Transposons in Kombination mit der Transposase konnte diese Zahl 
vervierfacht werden. Bei Einsatz des MIDGE-basierten Transposons konnte eine 
weitere Steigerung der GFP-positiven Zellen um den Faktor drei beobachtet werden. 
Auch wenn in den Transposase-behandelten Kulturen zu diesem Zeitpunkt mehr GFP-
positive Zellen nachweisbar waren, als in den Kulturen ohne Transposase-
Transfektion, so kann dies noch nicht als stabile Expression bezeichnet werden. Erst 
nach insgesamt 14 Tagen nach Gentransfer kann man von einer stabilen Expression 
des Transgens ausgehen. 
 
Abbildung 30: In vitro Transfektion der Sleeping Beauty 
Transposon/Transposase-Vektoren 7 Tage nach Gentransfer  
Die Plasmid- und MIDGE-basierten Transposons wurden äquimolar transfiziert. Die 
MIDGE-Transposase-Vektoren wurden 10%ig eingesetzt (Ko-Transfektion). Eine Woche 
nach Gentransfer wurden die Zellen im FACS sortiert und die GFP-positiven Zellen weiter 
kultiviert (A). Die Verteilung der GFP-positiven Zellen vor dem Sortieren ist in (B) gezeigt. 






Abbildung 31: In vitro Transfektion der Sleeping Beauty 
Transposon/Transposase-Vektoren 14 Tage nach Gentransfer  
Die eine Woche nach Gentransfer als GFP-positiv sortierten Zellen wurden nach einer 
weiteren Woche erneut im FACS sortiert (A). Die Zellen ohne Transposase-Behandlung 
haben innerhalb von 14 Tagen kein GFP mehr produziert. Bei Verwendung des MIDGE-
Transposons konnte im Vergleich zum Plasmid-Transposon eine Steigerung der GFP-
positiven Zellen um den Faktor 2,5 im FACS gemessen werden. Dies konnte auch in der 
mikroskopischen Analyse beobachtet werden (B).  
 
Es konnte ohne Gentransfer der Transposase 14 Tage nach Beginn des Experiments 
keine GFP-Expression mehr mikroskopisch nachgewiesen werden. Diese Zellen 
wurden nicht weiter verwendet. Die Zellen, die neben der Transposonstruktur auch die 
Transposase erhielten, zeigten auch 14 Tage nach Gentransfer noch eine 
GFP-Expression und konnten im FACS isoliert werden (Abbildung 31 A). Es konnten 
erneut mehr GFP-positive Zellen bei Verwendung des MIDGE-Transposons gewonnen 
werden. Auch mit Hilfe der Fluoreszenz-/ Lichtmikroskopie war diese Steigerung in der 




Bereich von 2,5-fach im Vergleich zum Plasmid-basierten Transposon. Im Vergleich zu 
den eine Woche nach Gentransfer bereits als GFP-positiv selektierten Zellen 
exprimierten mehr als 95% dieser Zellen kein GFP mehr. Die Zellen, die auch 14 Tage 
nach Gentransfer als GFP-positiv im FACS detektiert wurden, blieben im Folgenden 
dann Transgen-positiv, sodass von einer stabilen Expression ausgegangen werden 
kann. 
 
3.6.2 Weitere Optimierung des Gentransferprotokolls 
Die Jet-Injektion allein führt bereits zu einer Genexpression. Darüber hinaus werden 
die verwendeten Vektoren im Vergleich zur einfachen Nadelinjektion gut im Zielgewebe 
verteilt. Es kann im Folgenden eine weitere Gentransfertechnologie mit der Jet-
Injektion kombiniert werden, um die Gentransfereffizienz weiter zu erhöhen. Dabei 
erscheinen chemische Vektoren als ungeeignet, da die gebildeten Komplexe durch die 
während der Injektion auftretenden Scherkräfte zerstört werden können. Es wurde 
deshalb die Elektroporation für einen kombinierten in vivo Gentransfer im A375 
Melanommodell ausgewählt. Hierfür wurden erneut die Konstrukte pf461, MC-Luc, 
pMok-Luc und MIDGE-Luc äquimolar verwendet.  
Es konnte zu jedem Zeitpunkt (24 h, 48 h und 96 h nach Gentransfer) eine deutlich 
erhöhte Luziferaseaktivität bei Verwendung des MIDGE-Vektors im kombinierten 
Gentransfer aus Jet-Injektion und Elektroporation nachgewiesen werden 
(Abbildung 32 A-C). Im Vergleich zum nächst-schwächeren Expressionsniveau lag 
diese Erhöhung im Bereich von 2-fach (48 h nach Gentransfer, Abbildung 32 B) bis 
über 10-fach (24 h und 96 h nach Gentransfer, Abbildung 32 A, 32 C). Dabei nahm die 
Aktivität der Luziferase über 48 h insgesamt zu und fiel innerhalb von 96 h wieder ab. 
Die Transgenaktivität konnte bei Verwendung des MIDGE-Vektors am längsten auf 
relativ hohem Niveau nachgewiesen werden. In diesen Tieren konnte auch nach 96 h 





Abbildung 32: In vivo Kombination von Jet-Injektion und Elektroporation  
Die Abbildung zeigt die Luziferaseaktivität über einen Zeitraum von 96 h. In s.c. auf NMRI 
nu/nu Tieren (n=6 pro Gruppe) gewachsene Tumore der Zelllinie A375 wurden 
äquimolare Mengen der jeweiligen nicht-viralen Vektoren mit Jet-Injektion appliziert. 
Jeweils die Hälfte der Tiere wurde direkt nach der Jet-Injektion mit der in vivo 
Elektroporation behandelt (5x 400 V/cm; 20 ms). Zu den angegebenen Zeitpunkten (24 h 
(A), 48 h (B) und 96 h (C) nach Gentransfer) wurde die Luziferaseaktivität in vivo 
bestimmt. Zu jedem Zeitpunkt konnte in den Tieren, die mit dem kombinierten 
Gentransfer aus Jet-Injektion und Elektroporation behandelt wurden, die größte 
Luziferaseaktivität nachgewiesen werden. Dargestellt wurde der Mittelwert aus n=3 







3.6.3 Zusammenfassung Ausblick 
Mit Hilfe eines initialen Experiments konnte die Herstellung von MIDGE-Vektoren, die 
Transposonelemente beinhalten, gezeigt werden (Abbildung 29). Diese MIDGE-
Vektoren sind erneut signifikant kleiner als die parentalen Plasmide, da auch hier das 
Plasmidrückgrat vollständig entfernt werden konnte. Es stellte sich die Frage, ob diese 
Vektoren von der Sleeping Beauty Transposase für die genomische Integration als 
Substrat akzeptiert werden. Dieses erste Experiment zeigte, dass bei Verwendung der 
MIDGE-basierten Transposons in Kombination mit der Transposase mehr Zellen GFP-
positiv waren, als bei Ko-Transfektion von Plasmid-basiertem Transposon mit 
Transposase MIDGE. Weitere Experimente zur Optimierung der Transposition und zum 
direkten Nachweis der Integration werden zeigen, wie die MIDGE-Vektortechnologie 
die Anwendung der genomischen Integration durch Transposition für die nicht-virale 
Gentherapie verbessern kann.  
Eine weitere Strategie, die Anwendbarkeit der nicht-viralen Gentherapie weiter zu 
optimieren, ist die Kombination verschiedener Technologien für den effizienten 
Gentransfer. Hier konnte in vivo mit Hilfe des Luziferase-Reportergens gezeigt werden, 
dass die Jet-Injektion des MIDGE-Vektors durch eine nachfolgende Elektroporation 






4.1 Klinische Gentransfer-Studie 
Nicht-virale Vektoren und Transfertechnologien spielen eine große Rolle in der 
Gentherapie. Dies illustrieren die zahlreichen klinischen Studien und technischen 
Weiterentwicklungen auf diesem Gebiet. Sicherheitsaspekte gehören zu den großen 
Herausforderungen sowohl der viralen als auch nicht-viralen Gentherapie. Alle 
bekannten schweren Zwischenfälle im Zusammenhang mit einer Gentherapie wurden 
bei Verwendung von viralen Vektoren beobachtet. Neben der Sicherheit einer 
Gentherapie spielt auch die Transfereffizienz eine große Rolle. Bisher (Stand 2011) 
wurden in den meisten klinischen Studien Viren als Vektor eingesetzt, da sie eine 
höhere in vivo Transfereffizienz zeigen [217]. Aufgrund der Sicherheitsbedenken 
gegenüber viralen Vektoren wird auch die nicht-virale Gentherapie häufig klinisch 
eingesetzt und weiter optimiert. Dabei spielen die Vektoren, als auch die eingesetzte 
Transfertechnologie eine Rolle.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einer klinischen Phase I Studie zum ersten Mal 
gezeigt, dass die Jet-Injektion klinisch sicher und effektiv für die intratumorale 
Applikation nackter DNA angewendet werden kann. Die Jet-Injektion wurde ohne 
Nebenwirkungen von allen Patienten gut toleriert. Mit der Jet-Injektion nackter Vektor-
DNA konnte in allen untersuchten Tumoren eine Expression des Reportergens 
β-Galactosidase nachgewiesen werden. Dieser Nachweis erfolgte auf 
Transkriptionsebene (qRT-PCR) und Proteinebene (Western Blot, Immunhistochemie, 
funktionaler β-Galactosidase-Assay). Daneben wurden die intratumorale und 
systemische Vektorverteilung sowie der Vektorabbau untersucht. Es konnte gezeigt 
werden, dass intratumoral vergleichsweise große Mengen des verwendeten Vektors 
nachweisbar sind. Systemisch wurde dagegen im Bereich von bis zu 106-fach weniger 
Vektor-DNA / 250 ng genomischer DNA nachgewiesen.  
Andere nicht-virale Gentransfermethoden und -protokolle setzen zum Teil wesentlich 
größere Mengen Vektor-DNA (bis zu 4 mg DNA) ein, oder müssen bis zu sieben Mal 
wiederholt werden [218, 219, 220, 221, 222, 223]. Für den intradermalen Gentransfer 
in Vakzinierungsstudien mit der Gene Gun erreicht die Applikation von 2x 2 µg Vektor-
DNA bereits eine Immunantwort [224]. Mit Hilfe der intratumoralen Jet-Injektion kann 
die Belastung des Patienten mit Fremd DNA niedrig gehalten werden. Aufgrund der 
Möglichkeit, mehrfach kleine Volumina zu applizieren, kann trotz der geringen Mengen 




aufgrund des hohen Drucks während der Jet-Injektion durch die Haut direkt in das 
Zielgewebe und die Zellen [137]. Dabei korreliert der angewendete Druck mit der 
Penetrationstiefe und auch mit der Transfereffizienz [49, 143, 222, 225]. Limitierend 
wirken hier die Stabilität der DNA und das Gewebe, das mit zunehmendem Druck 
stärker geschädigt wird [143, 222]. Der lokale Gentransfer mit Hilfe von 
Nadelinjektionen, Kathetern oder auch mit der „high volume“ Jet-Injektion führen zur 
Transfektion eines begrenzten Gebietes, da die Vektor-DNA nur eingeschränkt im 
Gewebe bei Einzelapplikation verteilt wird [226, 227, 228]. Durch die wiederholte 
Applikation von Vektor-DNA im Rahmen der in dieser Arbeit verwendeten Jet-Injektion 
an verschiedenen Injektionsstellen bei unterschiedlichen Winkeln kann das Gebiet, 
welches Vektor-DNA enthält, vergrößert werden. Diese Art der Verteilung konnte 
bereits in anderen Arbeiten unter Verwendung unterschiedlicher Transgene beobachtet 
werden [143, 229, 230].  
Die Aufarbeitung der Tumore in seriellen Fraktionen und die Isolation von DNA und 
RNA aus jeweils der gleichen Fraktion erlaubte im Rahmen der klinischen Studie eine 
Aussage über die intratumorale Vektormenge und Genexpression. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Menge an Vektor-DNA mit der Genexpression korreliert. In 
Fraktionen mit hoher Genexpression wurde auch die höchste Menge an Vektorkopien 
im entsprechenden Tumor nachgewiesen. Die Verteilung der Vektor-DNA und der 
Genexpression variierte stark zwischen den verschiedenen Tumoren und auch 
innerhalb der verschiedenen Fraktionen eines Tumors. Dies wurde bereits in früheren 
präklinischen Studien beobachtet [143, 229]. Diese breite Verteilung der Vektor-DNA 
und Expressionshöhe liegt in der Art der Gentransfermethode begründet. Die 
Vektorlösung wird bei der Jet-Injektion auf bis zu 300 m/s beschleunigt und im Gewebe 
sehr unterschiedlich abgebremst, sodass es Gebiete mit hoher Vektorkonzentration 
und auch sehr niedriger Vektorkonzentration gibt. So bestimmen Struktur und Dichte 
des Gewebes maßgeblich die Vektorverteilung [137, 144, 231, 232]. Stellen mit hoher 
oder niedriger Transgenexpression können in direkter Nachbarschaft zueinander zu 
finden sein, was auf den stark lokalisierten und inhomogenen Gentransfer hinweist. 
Auch in diesen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Expressionshöhe der 
Vektorkonzentration folgte, da mit steigender Vektormenge die Wahrscheinlichkeit 
eines erfolgreichen Gentransfers zunimmt.  
Die Vektormenge und der Vektor-Abbau im Blut der Patienten waren wichtige 
Sicherheitsparameter dieser klinischen Studie. Diese Parameter folgten einer 
reproduzierbaren Kinetik in allen untersuchten Patienten. Die größte Vektormenge im 




intratumoral nachgewiesenen Vektormenge und machte hochgerechnet auf das 
gesamte Blutvolumen weniger als ein Prozent der applizierten Vektormenge aus. Diese 
schnelle Abbau-Kinetik konnte auch in anderen Studien gezeigt werden [233, 234, 
235]. Tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass die systemische Verteilung zu 
keiner detektierbaren Expression des Transgens in entfernten Organen führt, da der 
Druck während der Injektion nur lokal am Ort der Applikation wirkt [137, 235, 236].
  
Die Transfereffizienz stellt die größte Hürde für den nicht-viralen Gentransfer, vor allem 
bei klinischer Anwendung, dar [113, 237, 238]. Der lokale nicht-virale Gentransfer bietet 
sich vor allem für immunstimulatorische Therapien und den direkten intratumoralen 
Einsatz an. Um die Transfereffizienz zu erhöhen werden neben den 
Transfertechnologien (z.B. Jet-Injektion) auch die Vektoren im Rahmen dieser Arbeit 
optimiert. 
 
4.2 Vergleichende Expressionsanalysen neuer minimalistischer 
Vektoren 
In bisherigen Studien wurde viel Arbeit in die Weiterentwicklung der 
Transfertechnologien und Therapiemechanismen für den nicht-viralen Gentransfer 
investiert. Dabei wurden vor allem Plasmide als Vektor eingesetzt [163, 239]. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden neben der Etablierung einer klinisch anwendbaren nicht-
viralen Gentransfertechnologie auch neuartige minimalistische Vektoren vergleichend 
untersucht.  
Neben der Transfereffizienz spielt auch die Sicherheit der verwendeten Vektoren eine 
große Rolle. Nicht-virale Vektoren gelten als sicherer als virale Vektoren, da sie als 
nicht integrationsfähig und gering oder nicht immunogen gelten. Die zwei verwendeten 
minimalistischen Vektoren Minicircle und MIDGE wurden mit ihren parentalen 
Plasmiden und untereinander in vitro verglichen. Es zeigte sich ein Zusammenhang 
zwischen Transfereffizienz und Vektorgröße. Diese Korrelation war bei Verwendung 
der Transfektion mittels Lipofektion für die zwei Vektoren sehr ähnlich. Die 
Transfereffizienz konnte um den Faktor zwei bis vier im Vergleich zum jeweiligen 
parentalen Plasmid gesteigert werden. Bei Verwendung der Elektroporation wurden 
zum Teil wesentlich höhere Steigerungen in der Transgenexpression bei Verwendung 
des MIDGE-Vektors erreicht (>1000-fach). Die Steigerung der Transgenexpression war 
daneben auch zelllinienabhängig. Dies wurde auch in anderen Studien gezeigt [152, 




nachweisbar. Die Wirkung der verwendeten Lipide hängt neben anderen Bedingungen 
stark vom Verhältnis DNA/Lipid ab. Für die äquimolare Transfektion ist es notwendig, 
die reduzierte DNA-Menge durch z.B. einen Leervektor zu ergänzen. Beim Fehlen 
dieser Leer-DNA ist es zelllinien- und protokollabhängig möglich, dass die 
minimalistischen Vektoren weniger effizient in die Zellen eingebracht werden [240]. 
 
4.3 Mechanismus der optimierten Expression minimalistischer 
Vektoren 
Durch die Verwendung der minimalistischen Vektoren Minicircle und MIDGE konnte 
das Niveau der Reportergenexpression gesteigert werden. Dafür können verschiedene 
Faktoren verantwortlich sein: Bioverfügbarkeit, Endotoxinlevel der verwendeten Vektor-
DNA, intrazelluläre Vektorkopienzahl oder die Transkriptionseffizienz.  
Anders als in der in vivo Situation sollte in vitro die Verfügbarkeit der Vektoren nur eine 
untergeordnete Rolle spielen [157]. Bakterielle Endotoxine aus der Produktion der 
nicht-viralen Vektoren in Bakterien können die Transfereffizienz und die Genexpression 
beeinflussen [241, 242]. Dies kann aufgrund der Endotoxin-freien Herstellung der 
Vektoren (Kapitel 2.1) in dieser Studie ausgeschlossen werden. Die gezeigte 
Steigerung der Reportergenexpression konnte zum Teil vor allem für die Transfektion 
durch eine erhöhte Zahl Transgen-positiver Zellen erklärt werden [162]. Allerdings 
wurde auch in dieser Studie ein weiterer Mechanismus vermutet [162]. Die Zunahme 
der Transgenexpression (bis über 1000-fach) überstieg die zum Teil gezeigte Zunahme 
der Vektormenge (2- bis 3-fach) [243, 244]. Die beschriebene Zunahme (bis über 7-
fach) der Kopienzahl für MIDGE-Vektoren bei Schakowski et. al. 2007 könnte durch die 
Verwendung geschlossener MIDGE-Vektoren für die Quantifizierung erklärt werden. 
Werden die teilweise degradierten Vektoren isoliert und mit einer Eichkurve, die mit 
Hilfe von intakten MIDGE Molekülen erstellt wurde, quantifiziert, so wird die Menge an 
intrazellulärem Vektor scheinbar erhöht. Setzt man äquimolare Mengen eines 
geschlossenen und eines geöffneten (ohne Hairpins) MIDGE-Vektors in der PCR ein, 
so erhält man für den geschlossenen Vektor spätere Signale als für den geöffneten 
MIDGE-Vektor. Dies gilt auch für die Quantifizierung anderer (z.B. zirkuläre Plasmide) 
Vektoren [215]. Die Vektorakkumulation im Zellkern zeigte für alle Vektoren eine 
vergleichbare Kinetik mit einer Abnahme der Vektormenge über den 
Beobachtungszeitraum. Mit Hilfe der Transfektion wurden wesentlich mehr Kopien in 
die Zellen eingebracht, als durch die Elektroporation, da die Transfektion ein 




dazu ist die Elektroporation ein einmaliges, in sehr kurzer Zeit ablaufendes Ereignis. 
Um die nicht-viralen Vektoren über einen längeren Zeitraum episomal in den Zellen zu 
erhalten, wären weitere Faktoren, wie S/MAR (scaffold/matrix attachment region) 
Elemente oder virale Proteine wie das große T-Antigen (large T-antigen) für die ORI-
Aktivierung nötig [159]. Da die intrazelluläre Vektormenge zu einem gegebenen 
Zeitpunkt nahezu konstant ist, und auch die Zahl der Transgen-positiven Zellen vor 
allem bei der Elektroporation nicht die Zunahme der Transgenaktivität erklärt, wurde 
als Mechanismus der verbesserten Transfereffizienzen der minimalistischen Vektoren 
eine optimierte Expression vermutet. Durch die Reduzierung bzw. das Fehlen des 
Plasmidrückgrats mit z.B. den Resistenzgenen, ORIs und weiteren kryptischen 
Signalen wird die zelluläre Transkriptionsmaschinerie nicht im Plasmidrückgrat 
gebunden [245]. Auf diesem Weg kann die optimierte Nutzung der 
Expressionskassette erklärt werden. Es konnte kürzlich gezeigt werden, dass der 
parallele Transfer von Plasmid und Minicircle nicht zum Silencing des Minicircle führt. 
Dies weist darauf hin, dass das Plasmidrückgrat nicht in trans wirkt. Die Autoren 
vermuten, dass die Vektoren größenabhängig in transkriptionell inaktives 
Heterochromatin überführt werden [246, 247]. Die Vektortopologie hat ebenfalls 
Einfluss auf die Nutzung eines zirkulären Vektors. Der Minicircle-Vektor weist eine 
vergleichbare Verteilung der verschiedenen topologischen Plasmidformen (open 
circular << closed circular) wie sein parentales Plasmid pf461 auf. Hier dürfte dieser 
Faktor also keine Rolle spielen [157]. Der MIDGE-Vektor dagegen ist ein lineares 
Konstrukt. Im Vergleich zu seinem parentalen Plasmid zeigt der MIDGE-Vektor in der 
Transfektion ein sehr ähnliches Verhalten, da große Vektormengen in den Zellkern 
gelangen. Es ist vorstellbar, dass die zelluläre Transkriptions- und 
Translationsmaschinerie hier limitierend wirkt (Verfügbarkeit von RNA Polymerasen 
oder Ribosomen, bzw. Nukleotiden oder Aminosäuren). Mit der Elektroporation werden 
wesentlich weniger Kopien in den Zellkern eingebracht. So kann eine optimierte 
Verwendung des MIDGE-Vektors zum Tragen kommen, da es hier möglich erscheint, 
dass die Zelle mehr Transkripte oder Proteine nach Gentransfer des MIDGE-Vektors 





4.4 In vitro Untersuchungen der MIDGE-vermittelten 
hTNFα-Expression 
Der MIDGE-Vektor hat sich in den Experimenten, in denen ein Reportergen als 
Transgen verwendet wurde, als überlegener nicht-viraler Vektor erwiesen. Es sollte nun 
geprüft werden, ob diese Überlegenheit auch in einem therapeutischen Ansatz gezeigt 
werden kann. Für die Melanomtherapie, in der die Jet-Injektion sehr gut einsetzbar ist, 
können hTNFα und Vindesin als Therapie für fortgeschrittene Erkrankungen des 
malignen Melanoms eingesetzt werden. Dabei stehen zurzeit palliative Ansätze im 
Vordergrund. In den Leitlinien „Malignes Melanom der Haut“ werden u.a. verschiedene 
Monotherapien palliativ für das fortgeschrittene kutane Melanom empfohlen, darunter 
auch Vindesin [248]. Die klinische Effizienz ist für die verschiedenen Monotherapien 
vergleichbar. Weiterhin ist bekannt, dass die Kombination von Chemotherapie mit 
Zytokinen, wie dem humanen hTNFα, den klinischen Erfolg verbessern kann. Es 
konnte jedoch bisher keine signifikante Verlängerung des Überlebens gezeigt werden, 
allerdings können palliative Erfolge beobachtet werden. Da die biologische 
Halbwertszeit von hTNFα (6 Minuten) sehr kurz im Vergleich zur Halbwertszeit von 
Vindesin (24 h) ist, kann durch die Expression des hTNFα mittels Gentransfer das 
therapeutische Fenster durch längere hTNFα-Verfügbarkeit vergrößert werden [249, 
250]. In dieser Kombination wirkt hTNFα chemosensitivierend und kann die Wirkung 
von Chemotherapeutika wie Vindesin verstärken [251].  
Zunächst wurde in dieser Arbeit in vitro geprüft, ob der MIDGE-Vektor auch in 
Kombination mit dem therapeutischen Transgen einen Genexpressionsvorteil 
gegenüber seinem parentalen Plasmid zeigt. Erneut erwies sich der MIDGE-Vektor 
seinem parentalen Plasmid in fünf der sechs getesteten Zelllinien als überlegen [162]. 
In der Zelllinie SK-Mel-28 konnte keine Steigerung der Expression beobachtet werden. 
Dabei konnte weder für die A375 Zellen, noch in den anderen untersuchten Zelllinien 
eine Zytotoxizität von hTNFα nach Gentransfer beobachtet werden [252, 253]. 
Zelllinienabhängig liegt die Produktion von hTNFα in verschiedenen Modellen im 
Rahmen der in dieser Arbeit gemessenen Mengen im Bereich von pg bis ng pro ml 
Medium [230, 254]. Es konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden, dass der 
Einsatz von hTNFα chemosensitivierend und auch radiosensitivierend wirken 
kann [254, 255]. In anderen Arbeiten konnte ebenfalls eine Synergie zwischen 
Chemotherapeutika und hTNFα gezeigt werden [255, 256, 257, 258]. Dies konnte in 
dieser Arbeit für alle untersuchten Zelllinien bestätigt werden. Die gezeigte 




zuzuordnen und bislang nicht vollständig verstanden. So kann die Modulation von 
Genen der Multidrug-Resistenz eine Rolle spielen, wie auch die Inhibition der NF-κB 
Zielgene, oder die Aktivierung der JNK-Kinase [255, 259, 260]. In dieser Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass die Kombination von hTNFα und Vindesin zur Aktivierung von 
rezeptorvermittelter (extrinsischer Weg) und mitochondrienvermittelter (intrinsischer 
Weg) Apoptose führt [192]. Dabei konnte keine Nekrose nachgewiesen werden. Die 
Aktivität von Caspasen wie der Initiatorcaspasen 8 und 9 und die der Effektorcaspasen 
3 und 7, sowie das Fehlen von LDH-Freisetzung sind deutliche Hinweise auf das 
Ablaufen von Apoptoseprozessen. Dabei steht Caspase 8 für den Ablauf des 
extrinsischen Wegs, der durch Bindung von Liganden wie hTNFα an seine Rezeptoren 
aktiviert wird. Wird Caspase 9 aktiviert, so läuft der intrinsische Weg ab. Er wird durch 
Faktoren wie Hypoxie, Strahlung oder Zellgifte (Vindesin) ausgelöst. Dies führt zu 
Veränderungen der Mitochondrien, sodass im Folgenden Caspase 9 aktiviert wird. Ein 
dritter Apoptoseweg wird durch zytotoxische T-Zellen aktiviert. Dies spielt hier keine 
Rolle, da in vitro keine T-Zellen verwendet wurden und für die in vivo Studien T-Zell-
defiziente Nacktmäuse eingesetzt wurden. Alle drei Wege münden in die Aktivierung 
der Effektorcaspasen 3 und 7. Dies führt dann letztlich zur Degradierung des Zellinhalts 
und zum Zelltod [192]. Der hTNFα-Gentransfer allein führte im verwendeten A375-
Melanommodell kaum zur Aktivierung des extrinsischen Apoptoseweges. Erst durch 
die Kombination von Vindesin und hTNFα wurden beide Wege aktiviert. Ein 
molekularer Mechanismus für die Aktivierung der Caspase 8 ist die Verbindung von 
Vindesinwirkung und c-FLIP. Dieses Protein ist ein Inhibitor der Caspase 8 und wird im 
Zellzyklus differentiell reguliert [261, 262]. Dabei ist die Menge von c-FLIP während der 
S-Phase und der nachfolgenden G2/M-Phase niedrig [263, 264]. Vindesin wirkt als 
Vinca-Alkaloid durch die Inhibition der Spindelbildung während des Zellzyklus. Dabei 
kommt es zu einem Block des Zellzyklus in der Mitose [265]. Da nun der c-FLIP Level 
niedrig ist, kann durch das Signaling von hTNFα die Apoptose über den extrinsischen 
Weg ausgelöst werden [266, 267]. Weiterhin ist bekannt, dass die hTNFα-vermittelte 
Apoptose über die Bindung an TNFR-1 ausgelöst wird. Dies kann von einer 
Blockierung der Proteinsynthese abhängig sein. Es kann ein breites Spektrum von 
Zellen durch hTNFα in die Apoptose getrieben werden, wenn die Proteinsynthese 
inhibiert wird. Der Grund dafür liegt in der Natur der Apoptoseaktivierung. Sie ist 
unabhängig von einer Proteinsynthese, da die bereits benötigten Komponenten bereits 
vorhanden sind. Die Aktivierung von z.B. NF-κB dagegen ist selbst kein 




Balance in Richtung Überleben der Zelle [178]. Da Vindesin wie bereits dargestellt eine 
Mitoseblockade verursacht, ist die Vorraussetzung für eine Signalübertragung in 
Richtung Apoptose gegeben, da die Proteinsynthese in der Interphase stattfindet [180, 
182].  
Darüber hinaus führte die Kombination beider Behandlungen zu einer früheren und 
stärkeren Aktivierung der Apoptose, als bei Verwendung von Vindesin allein. Die 
Kinetik der Caspase-Aktivierung für Gentransfer von Plasmid und MIDGE war für den 
Gentransfer mittels Transfektion oder Elektroporation beinahe identisch. Der hTNFα 
kann Zellen gegenüber Chemotherapeutika sensitivieren und so dazu beitragen, die 
systemische Toxizität der Tumortherapie zu senken, da die applizierte Menge des 
Therapeutikums auf ein Minimum beschränkt werden kann. 
 
4.5 In vivo Untersuchungen des therapeutischen Potentials der 
MIDGE-Vektoren 
Nach den in vitro Untersuchungen sollte geprüft werden, ob der MIDGE-Vektor auch in 
vivo neben der erhöhten Sicherheit auch Vorteile in der Gentransfereffizienz zeigt. 
Erneut erwies sich der MIDGE-Vektor als seinem parentalen Plasmid überlegen. Die 
nachgewiesenen Mengen an hTNFα lagen dabei im Bereich von früheren Arbeiten und 
konnten durch die Verwendung des MIDGE-Vektors weiter gesteigert werden [230]. 
Diese optimierte Expression konnte auf mRNA und Proteinebene gezeigt werden. Die 
Menge an sezerniertem hTNFα wurde bereits als für eine Chemosensitivierung 
ausreichend beschrieben [230].  
Um Sicherheitsaspekte der intratumoralen in vivo Jet-Injektion des MIDGE-Vektors zu 
untersuchen, wurden die Vektorverteilung und der Vektorabbau mit qPCR untersucht. 
Dabei zeigte sich, dass der MIDGE-Vektor eine für DNA-basierte nicht-virale Vektoren 
typische, sehr schnelle Abbau-Kinetik auf DNA-, mRNA- und Proteinebene [50, 113, 
137, 268, 269]. Innerhalb von wenigen Tagen sind sowohl Vektor als auch Genprodukt 
im Blut, den Organen und im Tumor nur noch auf Hintergrundniveau nachweisbar. Zu 
den Sicherheitsbedenken der nicht-viralen Gentherapie gehört die genomische 
Integration der verwendeten Vektoren. Dies wurde bisher in vivo allerdings nicht 
beobachtet [269]. Für die Abbau-Kinetik des Transgens spielen die Art des Transgens, 
der Applikationsweg und –ort und die verwendete Gentransfertechnik, aber auch 
Faktoren wie Promotorinaktivierung durch Methylierung eine entscheidende 




beschrieben [249, 250]. Da hTNFα sezerniert wird, kann er so auch extrazellulär 
degradiert werden. Die Applikation von nicht-viralen Vektoren in post-mitotische 
Gewebe (z.B. Muskel) führt zu einer längeren Genexpression, da der zelluläre Umsatz 
in diesen Zellen kleiner ist als in Zellen teilungsaktiver Gewebe, wie z.B. Tumoren [50, 
271]. Mit Hilfe der Jet-Injektion wird nackte DNA direkt in das Zielgewebe eingebracht. 
Durch den verwendeten hohen Druck dürfte das gesamte applizierte Volumen den 
Tumor erreichen, ohne direkt nach der Injektion durch den erhöhten intratumoralen 
hydrostatischen Druck wieder aus dem Gewebe auszutreten [137]. Allerdings wird der 
Vektor durch das Blut aus dem Gewebe transportiert [113, 137]. In das Blut gelangt der 
applizierte Vektor aufgrund der Verletzung des Gewebes und der Gefäße während der 
Jet-Injektion, aber auch durch eine erhöhte Permeabilität der Gefäße im Tumor [136]. 
Dort wird er, wie im Tumor selbst, durch endogene Nukleasen degradiert [271]. Dieser 
Prozess kann durch Verwendung von geeigneten komplexbildenden chemischen 
Vektoren (Kapitel 1.2.1) verzögert werden, allerdings können diese dann zu einer 
Transfektion entfernter Organe führen. Insgesamt konnte eine schnelle Abbau-Kinetik 
für den MIDGE-Vektor nachgewiesen werden. Ähnlich konnte dies bereits für Plasmid-
Vektoren gezeigt werden [113, 137, 272]. Trotz des Verlusts von mehr als 90% der 
applizierten DNA im Tumorgewebe innerhalb weniger Stunden kommt es zu einer 
Genexpression durch die Vektoren, die in die Zelle gelangt sind. Dabei bieten 
sezernierte Transgene wie das hTNFα den Vorteil, dass sie dann auch Tumorregionen 
beeinflussen können, die durch den Gentransfer nicht transfiziert wurden, da die 
Genprodukte in größeren Gewebearealen durch Diffusion verteilt werden. So können 
größere Areale durch hTNFα gegenüber einer Chemotherapie sensitiviert werden. Die 
Menge an exprimiertem hTNFα folgte einer klaren Zeit- und Dosisabhängigkeit. Dabei 
reicht das gebildete hTNFα aus, um den Tumor für eine weitere Therapie, wie z. B. 
Chemotherapie, zu sensitivieren [230]. Die Anwendung von hTNFα wird nicht 
systemisch durchgeführt, da sehr hohe Toxizitäten damit verbunden sind. Die 
maximale Dosis von 300 mg hTNFα/ m2 führte nur selten zu objektiven Erfolgen, zeigte 
aber starke Nebeneffekte [256]. Allerdings ist die lokale Anwendung möglich. So wurde 
die isolierte Extremitätenperfusion (ILP) von hTNFα in Kombination mit einer 
Chemotherapie und Hyperthermie erfolgreich für die Behandlung von u.a. 
fortgeschrittenen Melanomen klinisch eingesetzt, da hierbei höhere hTNFα-
Konzentrationen einsetzt werden können [273, 274]. Diese Kombination verschiedener 
Therapiekonzepte war Basis für die Untersuchung von hTNFα-Gentherapie in 




werden, dass die lokale Produktion von hTNFα den Tumor gegenüber Vindesin 
sensitivieren kann. Dieses therapeutische Potential wird Basis für eine in Vorbereitung 
befindliche klinische Phase I Studie sein. Diese Studie soll Sicherheit und 
Anwendbarkeit der MIDGE-basierten hTNFα-Gentherapie im Melanom untersuchen. 
 
4.6 Ausblick 
Die Protokolle der nicht-viralen Gentherapie können an zahlreichen Stellen optimiert 
werden. Hierbei stehen Verbesserungen der Vektoren und der Transfertechnologien im 
Vordergrund. Bezüglich des Vektordesigns muss z.B. berücksichtigt werden, inwieweit 
eine transiente oder lang anhaltende Transgenexpression für eine Gentherapie 
notwendig ist. In der Suizid-Gentherapie ist der Zelltod Ziel der Behandlung, um z.B. 
Tumorgewebe zu zerstören oder das Wachstum eines Tumors zu verlangsamen. Dafür 
ist die transiente Expression des Transgens ausreichend. In anderen Szenarien ist die 
Langzeit-Expression eines Genprodukts erwünscht. Dies können nicht-virale Vektoren 
wie unmodifizierte Plasmide oder die Minicircle- und MIDGE-Vektoren nicht leisten, da 
die Zelle nur eingeschränkt in der Lage ist, diese Konstrukte zu replizieren und stabil 
an die nächste Generation weiter zu geben. Zirkuläre DNA-Moleküle können bei 
Verwendung von entsprechenden ORIs von eukaryotischen Zellen repliziert werden. Ist 
alternativ eine sogenannte S/MAR-Sequenz vorhanden, so wird auch die Weitergabe 
der Vektoren an die Tochterzellen ermöglicht. Durch diese Sequenzen wird der Vektor 
allerdings vergrößert. Der lineare MIDGE-Vektor kann nicht repliziert werden, da er 
weder ORIs enthält, noch die Möglichkeit besteht, die Enden vollständig zu replizieren. 
Hier ist die genomische Integration eine Möglichkeit für eine dauerhafte Expression 
eines Transgens. In ersten Experimenten wurde gezeigt, wie der MIDGE-Vektor in ein 
Transposon/Transposase-System eingebunden werden kann. Die Sleeping Beauty 
Transposase wird derzeit intensiv bearbeitet, sodass bereits eine erste klinische Studie 
für die Reinfusion ex vivo durch Transposition veränderter T-Zellen durchgeführt 
wird [275]. Die Anwendung der Sleeping Beauty Transposase, mit der Einschränkung, 
dass jede Integration ein gewissen Risiko beinhaltet, gilt als sicherer als die 
Anwendung von viralen Systemen. Die Transposase selbst zeigte bisher kein 
Risikopotential für den Empfänger, und die Integration wird als weitgehend zufällig 
(random) beschrieben [177, 276, 277]. Die in dieser Arbeit in ersten Experimenten 
untersuchte Kombination von MIDGE-Vektor und Sleeping Beauty 




zu erhöhen. Neben der Optimierung der Vektoren durch die Verwendung 
minimalistischer Vektoren wie MIDGE, müssen auch Aspekte wie das verwendete 
Gentransferprotokoll und die Integration selbst weiter optimiert werden. Die 
Transposition hängt vom molaren Verhältnis von Transposase und Transposon ab. Ist 
zu wenig Enzym vorhanden, so wirkt es limitierend auf die Integration, wird die 
Transposase im Überschuss exprimiert, so kommt es zur Hemmung [278]. Geht man 
davon aus, dass die Verwendung des MIDGE-Vektors zu einer optimierten 
Transkription führt, ohne die intrazelluläre Kopienzahl zu erhöhen, muss das Verhältnis 
Transposon zu Transposase angepasst und optimiert werden. Das hier verwendete 
Verhältnis von 1:10 (Transposasevektor:Transposon) hat sich für die Plasmid-basierten 
parentalen Vektoren als optimal erwiesen. Es wird ein Überschuss von Transposon 
gegenüber Transposase empfohlen [176].  
Es ist nicht erwünscht, dass die Integration von genetischem Material zufällig erfolgt, 
auch wenn es zurzeit keine optimale Möglichkeit gibt, sie zu steuern (Targeting). 
Dennoch wird versucht, die Integration an die gewünschte Stelle zu leiten. Es konnte 
bereits gezeigt werden, dass dies durch Herstellung von Fusionsproteinen aus 
Transposase und Zinkfingerproteinen möglich ist [279].  
Eine weitere Verbesserung des nicht-viralen Gentransfers stellt die Optimierung und 
Kombination von verschiedenen Gentransfertechnologien dar. Die Jet-Injektion führt zu 
einer guten Verteilung des verwendeten Vektors im Gewebe und zu einer 
Transgenexpression [137]. Dies kann durch eine nachfolgende Elektroporation für eine 
weitere Steigerung des Gentransfers durch verbesserten Zelleintritt der DNA genutzt 
werden. Die Elektroporation ist eine der effizientesten nicht-viralen 
Gentransfermethoden [280]. Ihre Effizienz hängt aber maßgeblich auch von der 
Vektorverteilung im Zielgewebe ab. Wird die Vektorlösung mit Hilfe einer einfachen 
Nadelinjektion in das Gewebe eingebracht, findet man eine stark lokalisierte 
Genexpression, da die Vektoren im Tumor nicht verteilt werden [281]. Diese ersten 
Experimente dieser Arbeit zeigen eine Möglichkeit auf, die Jet-Injektion mit Hilfe eines 
minimalistischen Vektors und der Elektroporation zu einer Kombinationstechnologie für 
den effizienteren in vivo Gentransfer auszubauen.  
Eine wesentliche Perspektive, die sich aus dieser Arbeit ergibt, ist der Nachweis der 
Anwendbarkeit des MIDGE Vektors und der Jet-Injektion für die Gentherapie solider 
Tumore. Im Ergebnis der Arbeit ist eine klinische Phase I Gentherapie-Studie in 
Vorbereitung, bei der mittels intratumoraler Jet-Injektion der MIDGE-hTNFα Vektor bei 
Patienten mit Hautmetastasen des malignen Melanoms appliziert werden soll. Diese 




intratumoralen hTNFα-Expression evaluieren. Unter der Vorraussetzung eines 
erfolgreichen Abschlusses dieser Studie ist eine klinische Phase I/II Gentherapie-Studie 
geplant, in der die Kombination von hTNFα und einer Chemotherapie mit Vindesin auf 
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